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VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS DE ENSAYO PARA DBO5 EN AGUAS RESIDUALES, 
ACEITES Y GRASAS, TPH EN AGUAS RESIDUALES Y SUELOS 
 
 
 
 
RESUMEN 
 
 
Validación de los métodos analíticos para la determinación de la Demanda Bioquímica de 
Oxígeno (DBO5), Aceites y Grasas en la matriz agua e Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) 
en las matrices de aguas y suelos siguiendo los procedimientos especificados en el Standard 
Methods 5210 D, 55320 B y EPA 418.1 respectivamente. Para la validación se usó como 
referencia la norma NTE ISO/IEC:17025. 
 
Se realizó el diseño experimental para cada uno de los métodos en condiciones de repetibilidad 
y reproducibilidad, para diferentes concentraciones de los analitos estudiados. Una vez llevado a 
cabo la puesta a punto de cada método de ensayo en su correspondiente matriz, se planteó 
parámetros de validación como: límite de cuantificación, límite de detección, rango de trabajo, 
precisión, exactitud e incertidumbre y para cada uno de ellos se fijo el objetivo de validación. 
 
Con el Análisis de Varianza (ANOVA) se procesaron los datos obtenidos y se calculó la 
incertidumbre. Finalmente se verificó de acuerdo a los resultados, que cada uno de los métodos 
cumple con los parámetros establecidos para su validación en los rangos: DBO5: 6-2000mg/l; 
AyG:6-250mg/l; TPH(agua) 10-350mg/l y TPH(suelo) 60-8000mg/kg. 
 
 
PALABRAS CLAVES:/ VALIDACIÓN  / MÉTODOS DE ENSAYO / DEMANDA 
BIOQUIMICA DE OXÍGENO / ACEITES Y GRASAS / HIDROCARBUROS TOTALES DE 
PETRÓLEO / ANÁLISIS DEL AGUA / ANÁLISIS DEL SUELO / CONTROL DE 
CALIDAD/ 
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VALIDATION OF TEST METHODS FOR IN WASTEWATER BOD5, OILS AND 
FATS, TPH IN WASTEWATER AND SOILS. 
 
ABSTRACT 
 
Validation of analytical methods for the determination of biochemical oxygen demand (BOD5), 
Oils and Fats in the water matrix and Total Petroleum Hydrocarbons (TPH) in water and soil 
matrices following the procedures specified in Standard Methods 5210 D , 55320 and EPA 
418.1 B respectively. For validation was used as reference NTE standard ISO / IEC 17025.  
  
The experimental design was made for each of the methods in terms of repeatability and 
reproducibility for different analyte concentrations studied. Once carried out the development of 
each test method in the corresponding matrix was raised as validation parameters: limit of 
quantification, limit of detection, working range, precision, accuracy and uncertainty and for 
each of them fixed target validation. 
 
With the Analysis of Variance (ANOVA) were processed and calculated data uncertainty. 
Finally it was verified according to the results, each of the methods meet the parameters set for 
validation in the ranges: BOD5 6-2000mg / l O & G :6-250mg / l TPH (water) 10-350mg / l 
TPH (soil) 60-8000mg/kg.    
 
 
KEYWORDS: /VALIDATION / TEST METHODS / BOD / OILS AND FATS / TOTAL 
PETROLEUM HYDROCARBONS / WATER ANALYSIS / SOIL ANALYSIS / QUALITY 
CONTROL/ 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 
Desde hace varias décadas ha existido una creciente preocupación por el impacto de la actividad 
humana sobre el medio ambiente, en su calidad de receptor de los residuos de las actividades 
humanes y de proveedor de los recursos materiales y energéticos requeridos. La reducción de 
emisiones de residuos sólidos, líquidos y gaseosos, de origen industrial, urbano-doméstico y 
agrícola, representan uno de los pilares fundamentales de la normativa ambiental. En ese 
sentido, los gobiernos han adoptado medidas de carácter normativo y político para así 
minimizar los efectos negativos y garantizar el cumplimiento de las normas sobre la calidad 
ambiental. 
 
Es por eso que, en la actualidad se ha evidenciado el incremento de laboratorios que prestan sus 
servicios de ensayos en diferentes áreas tales como aguas, alimentos, microbiológicos, etc; 
dichos laboratorios deben demostrar que sus métodos analíticos proporcionan resultados fiables, 
junto a otras actividades que involucran el aseguramiento de la calidad que debe poseer el 
método a utilizar para resolver el problema analítico. Es por eso que el Organismo de 
Acreditación Ecuatoriano OAE,  ha impuesto que los laboratorios que, se dediquen a prestar 
servicios de análisis externos deben estar debidamente acreditados, y sus métodos deben ser 
validados para cumplir con los parámetros y exigencias que garanticen la calidad y 
confiabilidad de los resultados obtenidos. 
 
En la Facultad de Ingeniería Química de la Universidad Central del Ecuador existe el 
Departamento de Petróleos, Energía y Contaminación (DPEC), dedicado a la prestación de 
servicios de ensayos en las áreas de Petróleos, Aguas, Gases de Combustión y Calidad del Aire, 
también ha desarrollado acuerdos con organismos paralelos hasta obtener la acreditación por 
parte de la OAE. Acorde con esta realidad el Departamento de Petróleos, Energía y 
Contaminación (DPEC), siendo un laboratorio acreditado por la Organización de Acreditación 
del Ecuador (OAE), incluye en sus actividades la validación de los métodos de ensayo DBO5, 
Aceites y Grasas en agua e Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) en agua y suelo, los 
mismos que garantizarán la confiabilidad de los procedimientos y resultados llevados a cabo en 
el área de aguas del DPEC.  
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El empleo de estos métodos nos permitirá obtener criterios de aceptación en los resultados 
obtenidos mediante la reproducibilidad, repetibilidad y exactitud del mismo, los cuales se 
efectúan procesando los resultados basados un diseño experimental para controlar la calidad de 
los métodos implantados dentro de los parámetros especificados por la norma, garantizando así 
resultados y confiabilidad de los procedimientos llevados a cabo dentro de la política de calidad 
implementada en el laboratorio, para ser merecedores de la acreditación de estos métodos de 
ensayo por parte de la Organización de Acreditación Ecuatoriana (OAE).
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1. AGUA 
 
 
El agua es uno de los compuestos más abundantes en la naturaleza ya que cubre 
aproximadamente tres cuartas partes de la superficie total de la Tierra, además es el 
constituyente más importante del organismo humano.  
 
Su excepcional importancia, reside en que la mayoría de los procesos químicos que ocurren en 
la naturaleza, tienen lugar entre substancias disueltas en agua. Por este motivo se considera que 
el agua es un solvente universal, debido a que es capaz de disolver o dispersar la mayoría de 
sustancias con las que tiene contacto, sean estas sólidas, líquidas y gaseosas. 
 
Es un problema cada vez mayor, la gran contaminación que se genera al agua debido a 
descargas de aguas servidas producidas por diversas actividades humanas de origen doméstico y 
de naturaleza industrial, sobre todo en áreas urbanas e incluso en numerosas ciudades 
importantes del mundo.  
 
El empleo de agua potable en los hogares genera aguas servidas las mismas que contiene los 
residuos propios de la actividad humana, parte de esto residuos son materia que consume o 
demanda oxígeno por oxidación de ésta, como: restos de alimentos, aceites y grasas; 
detergentes, sales, material orgánico no biodegradable y también microorganismos patógenos. 
 
1.1 Calidad del agua 
 
Los objetivos relacionados con la calidad de las aguas, deben estar referidos a los usos 
previstos. El concepto de contaminación está referido, desde un punto de vista práctico, a los 
usos posteriores del agua. Se entiende por contaminación la acción y el efecto de introducir 
materias o formas de energía que impliquen una alteración perjudicial de la calidad del agua en 
relación con los usos posteriores o con su función ecológica. 
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Los objetivos de calidad tienen en cuenta los usos: 
 Agua destinada a la producción de agua potable 
 Agua destinada a fines industriales 
 Agua destinada a fines agrícolas 
 Riego  
 Consumo de los animales 
 Agua destinada a actividades recreativas 
 Vida acuática 
 
Las aguas destinadas al consumo público deberán tener los tratamientos adecuados con el fin de 
obtener una calidad determinada. Como norma general se tiene en cuenta que el fin  último es la 
protección de la salud pública. 
 
El agua requerida para la industria suele ser de inferior calidad que la requerida para usos 
domésticos o para consumo, si bien hay que tener en cuenta que ciertas industrias necesitan de 
aguas tratadas cuidadosamente. 
 
No todas las aguas son aptas para riego, dependiendo su mayor o menor bondad, no sólo de su 
contenido iónico en calidad y cantidad, sino de otra serie de factores, como son entre otros la 
permeabilidad del suelo, pH, tipo de cultivo, sistema de riego, etc. 
 
Lo anterior indica que la calidad del agua no es un término absoluto, es algo que siempre dice 
en relación con el uso o actividad a que se destina. Por la misma razón es indiferente que la falta 
de calidad se deba a causas naturales o artificiales; en otro caso, la calidad del agua se 
identificaría con su estado natural, y la pérdida de calidad se mediría por la distancia a ese 
estado. 
 
Los criterios de calidad son requerimientos científicos sobre los cuales se pueden basar 
decisiones o juicios relativos a la adecuación de la calidad de un recurso para definir su uso 
específico. 
 
Los valores guía son los valores a conseguir de los parámetros específicos en un programa de 
calidad de agua, dados por entidades u organismo internacionales. 
 
Las normas son una prescripción legal de los límites de contaminación, los cuales se establecen 
por las entidades competentes. 
[1] 
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1.1.1 Criterios de calidad. Para describir la calidad de una corriente o una fuente de agua se 
pueden emplear descriptores tales como: claro, turbio, pero estos no aportan mucha información 
respecto a la calidad misma del agua, solo describe su apariencia. 
 
Por ello se requiere determinar criterios o parámetros de calidad que se clasifican en: 
 Hidrológicos: caudal, velocidad, mezcla 
 Físicos: color, temperatura, turbiedad, olor, sabor. Estos también se denominan como 
parámetros organolépticos; es decir que detectan en primera instancia por los órganos de los 
sentidos. 
 Químicos: Alcalinidad, pH, conductividad, dureza, oxígeno disuelto, coloides, acidez 
mineral, sólidos disueltos, sólidos en suspensión, sólidos totales, residuo seco, nitrógeno: 
NH4
+
, NO3
-
, cloruros, detergentes, fenoles, pesticidas, material orgánico oxidable, sulfatos, 
fosfatos, fluoruros, sílice, bicarbonatos y carbonatos, sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro, 
manganeso, metales tóxicos, dióxido de carbono, ácido sulfhídrico, demanda química de 
oxígeno. 
 Biológicos: Demanda bioquímica de oxígeno, carbón orgánico total. 
 Bacteriológicos: Coliformes fecales, demanda de cloro. [2]   
 
1.1.2. Parámetros de medición de la calidad del agua. La manera más sencilla y práctica de 
estimar la calidad del agua consiste en la definición de índices o relaciones de las medidas de 
ciertos parámetros físicos, químicos o biológicos en la situación real y otra en situación que se 
considere admisible o deseable que se obtiene por estándares o criterios de calidad que se 
encuentran en la legislación ambiental o son emitidos por organismos internacionales como la 
Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), entre otros. El cálculo de los límites permite a su vez, llegar a una clasificación. 
 
Los parámetros de calidad del agua que nos interesa son los parámetros físicos y los parámetros 
químicos. 
 
Los parámetros físicos no son índices absolutos de contaminación; sus valores normales pueden 
variar considerablemente y, por lo tanto, en cada caso se mide la desviación con respecto a la 
norma.  
 
Los parámetros químicos son los más importantes para definir la calidad del agua, su número es 
grande pero pueden agruparse de distintas formas dependiendo del objetivo del estudio, de la 
siguiente manera: 
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Si el agua en estudio no ha recibido vertidos urbanos o industriales, la evaluación de la calidad 
debe comprender los siguientes parámetros: 
 Iones más importantes (bicarbonatos, cloruros, sulfatos, calcio, magnesio y sodio) 
 Oxígeno disuelto, demanda química de oxigeno-DQO. 
 Carbono orgánico total. 
 
Si es necesario realizar observaciones más detalladas por la finalidad específica del estudio por 
el grado de contaminación, se incluyen sucesivamente los siguientes grupos de parámetros: 
 Compuestos de nitrógeno, fosfatos, hierro, demanda bioquímica de oxígeno, pH. 
 Fenoles, derivados del petróleo, detergentes, pesticidas. 
 Fósforo orgánico e inorgánico, trazas (metales pesados, fluoruros, etc). 
 
Al planear los estudios de evaluación del agua se deben tener en cuenta los factores naturales 
que influyen en la composición química del agua, y la cantidad, localización y tipo de los 
asentamientos urbanos, de las industrias y de la agricultura. Este estudio deberá centrarse, sobre 
todo, a las sustancias que puedan  estar presentes en concentraciones peligrosas. Los parámetros 
de calidad del agua más frecuentemente utilizados y al mismo tiempo relevante en los estudios 
del medio físico, son: 
 Oxígeno disuelto y demanda bioquímica de oxígeno (DBO5) 
 Sólidos disueltos y en suspensión 
 Compuestos de nitrógeno, fósforo, azufre y cloro. 
 pH 
 Dureza 
 Turbiedad 
 Elementos tóxicos 
 Elementos patógenos 
En relación con los usos del agua, los parámetros más típicamente utilizados son los siguientes: 
 Uso doméstico: turbiedad, sólidos disueltos, tóxicos, coliformes. 
 Industria: sólidos disueltos y en suspensión. 
 Riego: sólidos disueltos, contenido de sodio. 
 Recreo: turbiedad, tóxicos, coliformes 
 Vida acuática: oxígeno disuelto, compuestos organoclorados.[3]  
 
1.1.3. Criterios de calidad del agua según la fuente. En cuanto a los criterios de calidad según 
la fuente de agua se puede decir que el agua de mejor calidad que puede conseguirse en la 
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naturaleza es el vapor de agua. Debido a que para la condensación se requiere de una superficie 
que sirva de núcleo, el agua durante la condensación adquiere impurezas presentes en el aire. 
Contaminantes adicionales son agregados al agua líquida en su paso por la superficie terrestre. 
 
Adicionalmente las actividades humanas aportan contaminantes que alteran la calidad del agua. 
De ahí que la contaminación del agua se pueda definir como la alteración de la calidad del agua 
por actividades antropogénicas, mientras que la polución se puede definir como la alteración 
debida a causas naturales, las inundaciones, derretimiento de nieve, erupciones volcánicas, etc. 
Tanto la polución como la contaminación alteran por lo tanto la calidad del agua de las diversas 
fuentes existentes. 
 
Tabla 1. Criterios de calidad del agua según la fuente de procedencia 
Fuente de agua Uso Calidad 
Agua lluvia 
Se emplea en regiones de escasas 
fuentes superficiales o cuando es 
almacenado en embalses o lagunas 
para posteriores usos. 
Agua relativamente pura, 
absorbe CO2, vapores, polvos, 
bacterias, hongos. Es blanda, 
insípida, saturada en O2. 
Ligeramente corrosiva. 
Aguas 
superficiales 
(Ríos)  
Son afectados por el origen del agua 
que fluye, se sostienen por el flujo de 
aguas subterráneas y por aporte de 
precipitación y escorrentías. 
Calidad variable. Contaminada 
por zonas urbanas y agrícolas. 
Poseen material en suspensión y 
disuelto. 
Aguas 
superficiales 
(Lagunas y 
embalses) 
De características más estables que 
los ríos. 
Agua sedimentada a veces 
coloreadas (lagos eutroficados). 
Producción de CO2,H2S, aporte 
de Fe y Mn. 
Aguas 
subterráneas 
Aguas de percolación que se infiltran 
y almacenan en el subsuelo y se 
extraen mediante bombeo. 
Calidad bacteriológica buena, 
alcalinidad, dureza, Fe, escaso 
O2. 
 
 En la tabla 1 se resumen estos efectos para cada fuente y el uso que de ellas se hace. 
[5]
 
 
1.1.4 Criterios de calidad según el uso. Según el uso que se de al agua, se requerirá 
cumplimiento de unos valores guía de los parámetros de calidad para garantizar su uso sin 
riesgos, ver Tabla 2. 
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Tabla 2. Calidad del agua según su uso 
USOS 
CRITERIOS DE CALIDAD 
BIOLOGICO FISICOQUIMICO COMENTARIO 
Navegación  Libre de sólidos flotantes Daño a rotores 
Generación 
de potencia 
 
Libre de sólidos flotantes Daño a rotores 
Libre de sólidos suspendidos 
Erosión de turbinas 
Inorgánicos 
Paisajismo Límite de algas 
Aerobio, oxigeno disuelto 
mínimo. 
Libre de olores de 
sulfuros 
Transparente Impacto visual 
 Libre de natas aceitosas 
Pesca 
Mantener poblaciones 
disponibles de algas, 
invertebrados bénticos, 
peces. 
Oxígeno disuelto 
Máximo sólidos suspendidos 
Límite en toxinas 
Límite en nutrientes 
Límite en temperatura 
Daño a organismos 
Impide fotosíntesis 
Daño a organismos 
Eutrofización 
Daño a organismos 
Recreación Límite en fecales 
Como paisajismo, libre de 
toxinas 
Daño a la salud, 
riesgo de 
enfermedad 
Irrigación  Límite de fecales 
Límite de toxinas 
Límite de salinidad 
Daño a cultivos 
Uso 
doméstico o 
industrial 
Límite en fecales 
Libre de toxinas 
Libre de sustancias que 
aportan olor y sabor 
Límite en turbiedad y color 
Daño a la salud 
Palabilidad 
Aceptabilidad 
Riesgo de 
enfermedad 
 
El uso de mayor exigencia en cuanto a calidad es el de consumo humano, es decir, el agua 
potable. Los parámetros de calidad que deben tomarse en cuenta son: 
 Organolépticos 
 Microbiológicos 
 Inorgánicos de regulación primaria: aquellos compuestos o elementos que aportan toxicidad 
al agua. 
 Inorgánicos de regulación secundaria: los que alteran las propiedades organolépticas pero no 
aportan toxicidad. 
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 Orgánicos [7] 
 
 
1.2 Contaminación del agua 
 
La contaminación de las aguas puede producirse de forma natural, como puede ser el caso de 
arrastre de partículas por la erosión o volcanes.  
 
La contaminación propiamente dicha es aquella de carácter antropogénico y que da lugar a 
vertidos de composición y características muy variadas. Además por su origen la contaminación 
puede clasificarse siguiendo otros criterios,
[8]
 ver tabla 3: 
 
Tabla 3. Tipos de contaminación del agua 
Tipos de contaminación del agua 
Origen 
 Natural: erosión, volcanes. 
 Antropogénico: vertidos urbanos, agrícolas, industriales.  
Naturaleza de los 
contaminantes 
 Física: materiales disueltos o en suspensión que afectan a las 
propiedades físicas. 
 Química: presencia de agentes químicos. 
 Biológica: presencia de microorganismos patógenos. 
 Térmica: vertidos térmicos de centrales térmicas,  
Vía de entrada 
 Contaminación intensiva: a través de canales bien definidos 
en el tiempo y el espacio (vertidos urbanos e industriales). 
 Contaminación extensiva: a través de vías más imprecisas 
como la lluvia ácida, aporte de nutrientes por escorrentía, etc.  
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Tabla 4. Clasificación de aguas contaminadas según su origen 
Clasificación de aguas contaminadas según su origen 
Tipo Origen Caracterización 
Aguas negras 
Aguas fecales procedentes de 
usos domésticos o urbanos. 
Contiene materia en 
suspensión y disolución: 
papel, detergentes, residuos, 
jabones, etc. 
Efluentes industriales 
Muy diversos: talleres, químicas, 
textiles, metálicas, etc. 
Hidrocarburos, colorantes, 
ácidos, etc. 
Aguas con contaminación 
agrícola y ganadera 
Explotaciones agrarias, 
ganaderas, forestales, mataderos. 
DBO elevada, materia en 
suspensión, ácidos, etc. 
 
Aguas pluviales 
Agua proveniente de lluvia 
arrastrada por el suelo y la 
atmósfera. 
Teóricamente pura, pero 
puede tener materiales en 
suspensión arrastrados a 
través del aire y suelo. 
 
 
1.3  Caracterización del agua  
 
Para la caracterización del agua se emplean tanto métodos de análisis cuantitativos, (para la 
determinación de la composición química del agua), como análisis cualitativos (para la 
identificación de las características físicas, químicas y biológicas del agua). Los métodos 
cuantitativos pueden ser gravimétricos, volumétricos e instrumentales. 
 
Estos últimos se utilizan para determinar parámetros no relacionados con las propiedades 
másicas o volumétricas del agua, e incluyen métodos como la turbidimetría, colorimetría, 
potenciometría, polarografía, espectrofotometría de absorción, flúorometría, espectroscopía y 
radiación nuclear. 
 
Detalles relativos a los diversos análisis pueden encontrarse en la publicación “Standard 
Methods 21
th
 Edition”, que constituyen la referencia más ampliamente aceptada que detalla los 
procedimientos para llevar a cabo los análisis de aguas y de aguas residuales. 
 
El estudio de las características químicas de las aguas se engloba en cuatro puntos: la materia 
orgánica, la medición del contenido orgánico, la materia inorgánica, y los gases presentes en el 
agua residual. El hecho de que la medición del contenido en materia orgánica se realice por 
separado viene justificado por su importancia en la gestión de la calidad del agua en el diseño de 
las instalaciones de tratamiento de aguas residuales. En tal virtud a continuación es necesario 
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ampliar la información conocida sobre la presencia de materia orgánica en las aguas 
residuales.
[9] 
 
 
1.4 Parámetros indicadores de contaminación orgánica 
 
Los compuestos orgánicos están formados normalmente por combinaciones de carbono 
hidrógeno y oxígeno, con la presencia en determinados casos de nitrógeno. También pueden 
estar presentes otros elementos como azufre, fósforo o hierro. 
 
Cerca del 75% de los sólidos en suspensión y del 40% de los sólidos filtrables de una agua 
residual de concentración media, son de naturaleza orgánica. Son sólidos que provienen de los 
reinos animal y vegetal, así como la de las actividades humanas relacionadas con la síntesis de 
compuestos orgánicos. 
 
Los principales compuestos de sustancias orgánicas presentes en el agua residual son las 
proteínas, hidratos de carbono, grasas y aceites. Otro compuesto orgánico con importante 
presencia en el agua residual es la urea, principal constituyente de la orina, no obstante debido a 
la velocidad del proceso de descomposición de la urea raramente está presente en aguas 
residuales que no sean muy recientes. 
 
Junto con las proteínas, los hidratos de carbono, las grasas, los aceites, y la urea, el agua 
también contiene pequeñas cantidades de un gran número de moléculas orgánicas sintéticas 
cuya estructura puede ser desde muy simple a extremadamente compleja. Como es el caso de 
los agentes tensoactivos, los contaminantes orgánicos aromáticos, los compuestos orgánicos 
aromáticos, los compuestos orgánicos volátiles y los pesticidas de uso agrícola.
[10]
 
 
Generalmente estos compuestos orgánicos se descomponen mediante la acción de 
microorganismos que viven en el agua, los cuales los utilizan como alimento. Así en el medio 
acuático tiene lugar una autodepuración, puesto que en último término las sustancias orgánicas 
se transforman en agua y CO2. Por eso se habla de materia orgánica biodegradable. 
 
La contaminación industrial de origen orgánico puede estar constituida por compuestos 
similares a los domésticos que van a ser biodegradables, o por otros completamente diferentes 
que van a ser muy difícilmente degradables por los microorganismos. Los índices más comunes 
para medir la contaminación orgánica se relacionan en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Índices indicadores de contaminación orgánica 
PARÁMETRO DEFINICIÓN EFECTO 
Demanda Química 
de Oxígeno - DQO 
La DQO es la cantidad de oxígeno 
consumida por las materias existentes 
en el agua, oxidables en unas 
condiciones determinadas. Es la 
medida del material oxidable, 
cualquiera sea su origen, 
biodegradable y no biodegradable. 
El vertimiento de aguas 
residuales domésticas o 
industriales incrementa el 
contenido de materia orgánica 
en el agua, aumentando la DQO 
con la consecuente disminución 
del oxígeno disuelto. 
Demanda 
Bioquímica de 
Oxígeno - DBO 
La DBO es una prueba que mide la 
cantidad de oxígeno consumido en la 
degradación bioquímica de la materia 
orgánica mediante procesos 
biológicos aerobios. 
El aumento de la DBO, al igual 
que la DQO ocasiona 
disminución del oxígeno 
disuelto, afectando la vida 
acuática. 
 
 
1.4.1  Medida de la Materia Orgánica de aguas residuales. A lo largo de los años se han ido 
desarrollando diferentes ensayos para la determinación de la concentración de materia orgánica 
en las aguas residuales de tipo industrial y doméstico. En general los diferentes métodos pueden 
clasificarse en dos grupos, los empleados para determinar altas concentraciones de contenido 
orgánico, mayores de 1mg/L, y los empleados para determinar las concentraciones al nivel de 
trazas, para concentraciones en el intervalo de los 0,001mg/L a 1mg/L 
 
El primer grupo incluye los siguientes ensayos de laboratorio: Demanda Bioquímica de 
Oxígeno (DBO), Demanda Química de Oxígeno (DQO), Carbono Orgánico Total (COT). 
 
Como complemento a estos ensayos de laboratorio, se emplea la Demanda Teórica de Oxígeno 
(DTeO), parámetro que se determina a partir de la fórmula química de los compuestos 
orgánicos. 
 
En el pasado también se había empleado otros ensayos, entre los que cabe destacar: nitrógeno 
total y albuminoide, nitrógeno orgánico y amoniacal, y el oxígeno consumido. Estas 
determinaciones figuran en los análisis completos de aguas residuales, a excepción de las 
determinaciones relativas al nitrógeno albuminoide y el oxígeno consumido. Sin embargo la 
importancia de los ensayos anteriores ya no es la misma. Mientras que antes se empleaban casi 
exclusivamente como indicadores de la materia orgánica, actualmente se emplean para 
determinar la disponibilidad de nitrógeno para mantener la actividad biológica en los procesos 
de tratamiento de aguas residuales industriales y para evitar la indeseable proliferación de algas 
en las aguas receptoras. 
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En el segundo grupo de ensayos, los empleados para determinar concentraciones a nivel traza, 
por debajo de 1mg/L, emplean métodos instrumentales que incluyen la cromatografía de gases y 
la espectroscopia de masas. A lo largo de los últimos diez años se ha mejorado notablemente la 
sensibilidad de los métodos empleados para la determinación de concentraciones de este nivel, 
por lo que la detección de concentraciones del orden de 0,01mg/L ha pasado a ser una cuestión 
rutinaria. 
[12]
 
 
 
1.5 Demanda Bioquímica de Oxígeno 
 
La Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) es el parámetro de contaminación orgánica más 
ampliamente empleado, aplicable tanto a aguas residuales como a aguas superficiales. La 
determinación de la DBO está relacionada con la medición del oxígeno disuelto en el agua, que 
consumen los microorganismos en el proceso de oxidación bioquímica de la materia orgánica. 
La oxidación bioquímica es un proceso lento cuya duración es en teoría infinita. En un período 
de 20 días se completa la oxidación del 95 al 99% de la materia carbonosa, y en los 5 días se 
alcanzan valores cercanos al 70-75%. Se asume  la temperatura de 20ºC como un valor medio 
representativo de temperatura que se da en los cursos de agua que circulan a baja velocidad en 
climas suaves, y es fácilmente duplicada en una incubadora. Los resultados obtenidos a 
diferentes temperaturas serán distintos debido a que las velocidades de las reacciones 
bioquímicas son función de la temperatura. 
[13]
 La cinética de la reacción de la DBO se formula 
de acuerdo con una reacción de primer orden y puede expresarse de la siguiente manera: 
𝑑𝐿𝑡
𝑑𝑡
= −𝑘𝐿𝑡  
Donde:  
Lt es la DBO del agua en el instante “t” y  
“k” es la constante de la reacción que dependiendo de la composición del agua residual puede 
comprender entre 0,05 y 0,3 días
-1
.  
Normalmente el valo típico de “k” (en base “e”, y a 20ºC) es de 0,23 día-1. [14] 
 
Las condiciones estándar del ensayo de DBO incluyen incubación en la oscuridad a 20ºC por 
cinco días, es la DBO a cinco días (DBO5). Se suelen emplear períodos más largos 
(normalmente 7 días) para acomodarse a los turnos de trabajo tanto de plantas de tratamiento 
como de laboratorios de ensayo. Las condiciones naturales de población biológica, movimiento 
del agua, luz solar y la concentración de oxígeno no pueden ser reproducidas en el laboratorio.  
(1) 
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Los resultados obtenidos deben tomar en cuenta los factores anteriores para lograr una adecuada 
interpretación. 
 
Es importante conocer el ensayo a fondo, tanto en su desarrollo como en sus limitaciones, así 
diremos que la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) es un procedimiento de tipo 
bioensayo, usado para la determinación de los requerimientos de oxígeno para la degradación 
bioquímica de la materia orgánica en las aguas municipales, industriales y en general residuales. 
Su aplicación permite calcular los efectos de las descargas de aguas residuales domésticas e 
industriales sobre la calidad de las aguas de los cuerpos receptores. 
 
1.5.1 Demanda Bioquímica de Oxigeno Teórica. La Demanda Bioquímica de Oxígeno teórica 
se define como la cantidad de oxígeno necesario para oxidar biológicamente 1mg de Glucosa, 
en base a la siguiente reacción. 
 
                                       𝐶6𝐻12𝑂6 + 6𝑂2               6𝐶𝑂2 + 6𝐻2𝑂                      
 
Una mezcla de glucosa y ácido glutámico corresponde al estándar de comparación mas 
empleado en las determinaciones de la Demanda Bioquímica de Oxígeno. La glucosa 
conjuntamente con el ácido glutámico forman una mezcla que posee una velocidad de oxidación 
similar a la de las aguas residuales. La relación entre los miligramos de glucosa y de ácido 
glutámico con el consumo de oxígeno producto de la oxidación vía biológica usualmente es de 
1.3333 debido a las diferencias en velocidad de oxidación, existentes entre la glucosa y el ácido 
glutámico. Este último regula velocidad de oxidación de la glucosa, y al ser un compuesto 
orgánico genera una demanda de oxígeno adicional, por ello una solución que contenga 150mg 
de Glucosa y 150mg de ácido glutámico por litro deberá producir una Demanda Bioquímica de 
Oxígeno de 200±30mg/l.
[15] 
 
 
1.6 Método Respirométrico para la Determinación de la Demanda Bioquímica de 
Oxígeno. 
 
Desde principios de los años 1900s se han utilizado varios métodos para determinar el índice de 
respiración de bacterias para evaluar la capacidad de una población bacteriana de degradar 
sustancias de las aguas residuales (tratabilidad, o biodegradabilidad) y para determinar el efecto 
de las sustancias en las bacterias (inhibición o toxicidad).
[16] 
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La alternativa más antigua para utilizar la absorción directa de gases para medir la demanda de 
oxígeno de las aguas residuales fue hecha por Adney en 1890. Él desarrolló un tipo de aparato 
manométrico de presión constante, en el cual observaba el índice de la absorción del oxígeno 
por el agua contaminada. 
 
A una presión constante, la disminución del volumen debido, a la absorción del oxígeno, fue 
observada por la distancia que una columna de agua sube por un tubo vertical, graduado, en 
forma de “u” que conectaba dos recipientes, uno llenado parcialmente con la muestra, y el otro 
que contenía un volumen igual de agua. El aparato entero fue colocado a una temperatura 
constante en un baño de agua, y agitado periódicamente para mantener un exceso del oxígeno 
disuelto en la muestra. Aunque Adney encontró que este método era exacto, él concluyó que no 
era conveniente para el trabajo rutinario, debido a la difícil manipulación y operación del 
sistema. 
 
Rideal y Burgess (1909) usaron el aparato de Adney, pero lo encontraron insatisfactorio debido 
a los escapes que se produjeron en el curso de la agitación. Surgirieron que el método de la 
dilución, que implicaba la incubación de la muestra de agua en botellas cerradas, y la medida 
del oxígeno disuelto tanto antes como después de la incubación era más exacto. A este método 
es al que tradicionalmente se lo conoció como el método Winkler, el cual se detalla a 
continuación. 
 
El método de Winkler para la determinación del oxígeno disuelto implica el tratamiento de la 
muestra con un exceso de manganeso (II), Ioduro de potasio e hidróxido de sodio. El hidróxido 
de manganeso (II) blanco producido reacciona rápidamente con el oxígeno para formar 
hidróxido de manganeso (III) marrón. Posteriormente se acidifica la muestra produciéndose la 
oxidación del Ioduro a Iodo, reduciéndose el manganeso(III) a manganeso (II). Finalmente, se 
valora el yodo equivalente al oxígeno disuelto con disolución patrón 0,01N de tiosulfato de 
sodio. Así:  
El oxígeno disuelto puede reaccionar cuantitativamente con un exceso de manganeso (II), 
transformándose rápidamente en hidróxido de manganeso (III). 
 
4𝑀𝑛(𝑂𝐻)2 + 2𝐻2𝑂                      4𝑀𝑛(𝑂𝐻)3 
 
El hidróxido de manganeso (III) producido oxida al yoduro, formándose yodo. El yodo es 
soluble en agua en la proporción de 0,001 moles por litro, sin embargo, la presencia de yoduros 
solubles,  como el de potasio,  aumenta  su  solubilidad  por  formación  del complejo triioduro 
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(I2 + I
-           
I3
-
). El ión triyoduro constituye la especie principal que en las disoluciones de Iodo 
(Por conveniencia en la representación de las ecuaciones se escribe normalmente I2 en lugar del 
complejo I3
-
). 
2𝑀𝑛(𝑂𝐻)3 + 3𝐼
− + 3𝐻+                      𝐼3
− + 3𝐻2𝑂 + 2𝑀𝑛
2+ 
El Iodo producido, equivalente al oxígeno que había en la muestra, puede ser valorado con 
tiosulfato de sodio, según la ecuación: 
𝐼3
− + 2𝑆2𝑂3
2−                   3𝐼− + 𝑆4𝑂6
2− 
Debido a que un mol de oxígeno equivale a dos moles de yodo, se requerirán cuatro moles de 
tiosulfato de sodio por cada mol de oxígeno disuelto. 
 
Este método fue el precursor de la prueba estándar de DBO5 que actualmente se utiliza para 
ciertas determinaciones en las que la cantidad de muestras por analizar  no es considerable. Hoy 
en día los laboratorios que trabajan con un gran número de muestras de ensayo encuentran un 
severo limitante de tiempo en el uso de las técnica tradicional (Winkler), puesto que es preciso 
realizar no únicamente los controles iniciales y finales del oxígeno disuelto en la muestra, sino 
también en los días intermedios de la prueba, para evaluar el abatimiento del oxígeno presente 
en el agua como resultado de la degradación biológica. Esto conlleva el uso de material 
adicional y multiplica la cantidad de reactivos empleados, lo cual es otro inconveniente a la hora 
de analizar los costos de análisis. 
 
Los métodos respirómetricos para la determinación de la demanda bioquímica de oxígeno son la 
alternativa actual para los laboratorios que requieren técnicas sencillas que provean resultados 
confiables. La respirometría es una técnica analítica muy sencilla que mide el principal 
indicador de la actividad biológica de la mayoría de organismos (la respiración o producción de 
gas), para ello se emplea un Respirómetro que monitorea en continuo el consumo de oxígeno de 
una o varias muestras simultáneamente a lo largo del tiempo. 
 
El método respirométrico, para la determinación de DBO5 se basa en medir el consumo de 
oxígeno, o la producción de CO2, en una botella respirométrica como producto de la 
degradación biológica de la muestra. 
 
Este objetivo se logra entre otras formas, (Método Manométrico) midiendo la variación de la 
presión al interior de la botella en condiciones constantes de temperatura y agitación, mediante 
un manómetro lo suficientemente sensible (≥ ± 3,55hPa). Otros métodos respirométricos 
propiamente dichos miden la producción de CO2 u otros gases como Metano, Dióxido de azufre, 
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etc. dentro de la botella. Los siguientes gráficos muestran un respirómetro y la cabina de 
incubación: 
 
  
 
 
 
 
Figura 1. Cabina Incubadora  Figura 2. Respirómetro (Botellas y Manómetros) 
    
En el método manométrico, se mide el vacío creado por el consumo de oxígeno por parte de los 
microorganismos para degradar la muestra. Para que el método basado en la medición 
manométrica del vacío causado en la botella funcione adecuadamente, es necesario absorber el 
CO2 formado de alguna manera. De lo contrario no habría cambio de presión en las botellas ya 
que el volumen de CO2 producido podría ser igual o casi igual al volumen de Oxígeno 
consumido. 
 
La absorción del CO2 puede hacerse de varias maneras: 
 Adecuando el poder buffer de la solución en ensayo para absorber la totalidad del CO2, en 
forma de Bicarbonato disuelto en el líquido. 
 Absorbiendo el CO2 mediante algún hidróxido alcalino en un recipiente apropiado en 
contacto con la fase gaseosa de la botella. 
 
En la práctica se recomienda para el método Respirométrico de Determinación de la Demanda 
Bioquímica de Oxígeno, (DBO5) el uso combinado de las dos alternativas de absorción de CO2. 
 
1.6.1 Capacidad de Absorción de CO2 de la solución buffer de Fosfato. La cantidad de CO2 
producida en el método Respirométrico, al igual que la cantidad de oxígeno consumido, es 
relativamente más grande que la producida en el método clásico. Esto requiere de una 
adecuación del poder buffer de la solución de ensayo. Para adecuar el poder buffer de la 
solución de ensayo a las nuevas condiciones es necesario conocer la capacidad de absorción del 
CO2 del sistema Difosfato-Monofosfato dentro del rango de pH compatible con un crecimiento 
adecuado de los microorganismos presentes en la muestra de ensayo. 
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Como base teórica para la absorción de CO2 dentro del sistema tenemos la siguiente ecuación: 
    Na2HPO4 + CO2 + H2O              NaHCO3 + NaH2PO4 
La anterior reacción es reversible a medida que procede hacia la derecha se va reduciendo el pH 
del medio de tal manera que esta misma condición paraliza el desarrollo de la reacción en un 
punto intermedio de la transformación del Fosfato Disódico en Fosfato Monosódico.  
 
1.6.2 Absorción del CO2 con Hidróxido de Sodio (NaOH). Esta forma de absorber los gases 
también funciona adecuadamente y consiste en colocar en la cámara de aire encima del líquido, 
un recipiente perforado, en el cual se coloca hidróxido de sodio como material absorbente para 
el CO2. Este material absorbe rápidamente el CO2 producido. Se ha observado que la botella 
requiere algo de agitación para la adecuada y rápida absorción del CO2. 
 
De lo contrario la difusión del CO2 desde la parte inferior de la botella hacia el recipiente de 
absorción puede resultar demasiado lenta. Para la Absorción se debe tener en cuenta la siguiente 
ecuación:  
     2NaOH + CO2              Na2CO3 + H2O 
El sistema manométrico de absorción de CO2 con hidróxido de sodio se muestra en la figura 3 y 
está compuesto de los siguientes elementos: 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Diagrama de un Respirómetro con sistema de absorción de CO2 en Hidróxido de 
Sodio 
 
La respirometría tiene numerosos campos de aplicación, como la medicina, toxicología, 
agricultura, ganadería, defensa, etc. la determinación respirométrica de la Demanda Bioquímica 
de Oxígeno (DBO5) en aguas residuales esta descrita en el Método Estándar 5210D de: 
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 21th Edition APHA-
AWWA-WEF”. 
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1.7 Limitaciones e Interferencias de la DBO5 
 
 
1.7.1 Nitrificación en el ensayo de la DBO5. Hay dos grupos de bacterias autótrofas capaces de 
oxidar el amoniaco a nitrito y a continuación  a nitrato, las reacciones generalizadas son las 
siguientes: 
    NH3 + 3/2O2 
Bacterias formadoras de Nitritos
 HNO2 + H2O 
      NH3 + 2 O2 
Bacterias formadoras de Nitratos 
HNO3 + H2O       
 
Se conoce como demanda bioquímica de oxígeno nitrogenada la demanda de oxígeno asociada 
al proceso de oxidación de amoniaco a nitrato. 
 
Normalmente es necesario un período de entre seis y diez días para que las bacterias 
nitrificantes ejerzan una demanda de oxígeno medible, debido a la lentitud del proceso de 
reproducción de las mismas y el tiempo necesario para alcanzar una población suficiente. Sin 
embargo, si la población es suficientemente grande desde el principio, las interferencias con los 
procesos que se dan durante los cinco días de duración del ensayo de la DBO pueden ser 
significativas. Ello conduce a la posibilidad de interpretaciones erróneas de los datos de 
funcionamiento de las instalaciones de tratamiento en aquellos casos en los que la nitrificación 
se produce durante el período de ejecución de los ensayos de DBO. 
 
Es posible evitar las interferencias debidas a la presencia de bacterias nitrificantes mediante el 
pre tratamiento de las muestras, o el uso de inhibidores. Los procesos de pre tratamiento 
incluyen: la pasteurización, la cloración y el tratamiento de las muestras con ácidos. Los agentes 
inhibidores suelen ser de naturaleza química e incluyen compuestos tales como el azul de 
metileno, la tiourea, el 2-cloro 6-(triclorometil) piridina (TCMP) y otros productos que limitan 
la actividad de los microorganismos generadores de la Demanda de Oxígeno Nitrogenada.    
 
1.7.2 Importancia de la Temperatura en la cuantificación de la DBO5. La temperatura del 
agua es un parámetro muy importante, dada su influencia, tanto sobre el desarrollo de los 
microorganismos como sobre las reacciones químicas y velocidades de reacción. 
 
La temperatura óptima para el desarrollo de la actividad bacteriana se sitúa entre los 15 y los 
35ºC. Los procesos de digestión aeróbica y de nitrificación se detienen cuando se alcanzan los 
50ºC. Las bacterias nitrificantes autótrofas dejan de actuar cuando la temperatura alcanza los  
5ºC. Si se alcanzan temperaturas del orden de 2ºC, incluso las bacterias quimioheterótrofas que 
Nitrobacter y Nitrosomonas 
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actúan sobre la materia carbonosa dejan de actuar. Por convenio se ha adoptado el valor de 20ºC 
para la prueba de la DBO5 con el propósito de reproducir las condiciones ambientales reales 
presentes en los causes de los cuerpos receptores de aguas residuales. 
 
1.7.3 Influencia del pH del Medio sobre las mediciones de DBO. Valores extremos de pH son 
perjudiciales para las condiciones microbiológicas del agua, bajo estas condiciones la 
degradación de los compuestos orgánicos queda inhibida o incluso llega a detenerse. En este 
caso es necesario previamente tratar a la muestra para llevarla a un rango de pH adecuado para 
el ensayo entre 6.5 y 7.5. 
 
 
1.8 Demanda Química de Oxígeno 
 
El ensayo de la DQO se emplea para medir el contenido de materia orgánica tanto de aguas 
naturales y residuales. En el ensayo se emplea un agente químico fuertemente oxidante en 
medio ácido para la determinación del equivalente de oxígeno de la materia orgánica que pueda 
oxidarse. El agente de oxidación que se ha estandarizado es el dicromato de potasio. 
 
Al emplear el dicromato como agente oxidante, la principal reacción química que tiene lugar 
puede expresarse, de manera esquemática, como se muestra en la ecuación 
 
Materia orgánica(CaHbOc) + Cr2O7
-2 
+ H
+
                     2 Cr
+3
 + CO2 + H2O       
 
La Demanda Química de Oxígeno suele ser mayor que su correspondiente Demanda 
Bioquímica de Oxígeno, debido al mayor número de compuestos cuya oxidación tiene lugar por 
vía química frente a los que se oxidan biológicamente. En muchos tipos de aguas es posible 
establecer una relación entre los valores de la DBO5 y la DQO. 
 
La relación DQO/DBO5 da información sobre la localización de contaminación y varía de 
residuo en residuo. 
 
 
1.9 Grasas y aceites 
 
La grasa animal y los aceites son ésteres compuestos de alcohol o glicerol (glicerina) y ácidos 
grasos. Los ésteres de ácidos grasos que son líquidos en las temperaturas ordinarias, se llaman 
aceites y los que son sólidos se llaman grasas. Ambos son químicamente muy semejantes, ya 
catalizador 
calor 
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que se componen de carbono, hidrógeno y oxígeno, en diversas proporciones. Las grasas son de 
los compuestos orgánicos más estables y no se descomponen fácilmente por la acción de las 
bacterias. 
 
Sin embargo los ácidos minerales y el Hidróxido de sodio los atacan dando como resultado la 
formación de glicerina y ácido graso o sus sales alcalinas. La técnica analítica de grasas y 
aceites es de tipo global, ya que detecta todas las sustancias solubles en triclorofluoretano, que 
es un solvente no polar. Las principales interferencias se deben a compuestos sulfurados y 
algunos pigmentos como la clorofila. Este método se aplica también, para la medición indirecta 
de hidrocarburos con temperaturas de ebullición superiores a 70ºC. 
 
Si la grasa no se elimina antes de la descarga del agua residual, puede interferir con la vida 
biológica acuática y crear películas y materiales en flotación imperceptibles.    
 
 
1.9.1 Propiedades de aceites y grasas 
 
 
1.9.1.1  Propiedades físicas 
 
 
1.9.1.1.1  Solubilidad. Las grasas y aceites se caracterizan principalmente por su inmiscibilidad 
en agua, sin embargo son miscibles en muchos solventes orgánicos no polares. La solubilidad 
depende de las propiedades termodinámicas del soluto y disolvente, y las fuerzas relativas de 
atracción entre las moléculas. 
 
1.9.1.1.2  Tensión superficial e interfacial. En este aspecto las grasas, aceites y ácidos grasos 
están separados. Los aceites comerciales tienden a tener más baja tensión superficial e 
interfacial debido a la presencia de componentes polares de superficie activa, tales como 
monoglicéridos, fosfolípidos y jabones. Los monoglicéridos y jabones pueden reducir la tensión 
interfacial entre agua y aceite. 
 
1.9.1.2 Propiedades químicas. Muchas de las grasas y aceites tienen solo dos grupos 
funcionales reactivos: el éster que enlaza el ácido graso al glicerol vertebral y el doble enlace en 
la cadena del alquil lateral. El doble enlace influye en la reactividad del átomo de carbono 
alílico, particularmente cuando hay dobles enlaces múltiples presentes. 
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1.9.2 Tratamientos aplicados a efluentes con grasas y aceites. La materia grasa en aguas 
residuales puede ser clasificada de la siguiente forma: materia grasa total, materia grasa 
separable y materia grasa no separable. Las sustancias grasas en los residuos de la industria 
alimenticia son en su mayoría parcialmente biodegradables y contribuyen en una importante 
proporción a la DBO5.
[17] 
 
Para descargas a sistemas de alcantarillado municipal, generalmente la materia grasa separable 
origina problemas de bloqueo en estos, por lo que es recomendable su separación del efluente 
correspondiente antes de su eventual descarga, condición que no siempre se cumple. En el caso 
de la materia no separable, altamente emulsificada los problemas no se manifiestan 
hidráulicamente sino a nivel de la etapa del tratamiento depurador. 
 
Los contaminantes grasos y/o aceitosos en influentes puede ser caracterizados por: la polaridad, 
biodegradabilidad y característica físicas. Los contaminantes polares tienen usualmente un 
origen vegetal o animal y sus fuentes son principalmente las operaciones industriales de 
alimentos. Los contaminantes no polares, provienen del petróleo o fuentes minerales, y la fuente 
principal de este tipo de contaminación es la industria petrolífera. 
 
 
1.9.2.1 Tratamientos físicos. Estos tratamientos se aplican cuando el contenido de materia grasa 
separable es apreciable y en ese caso es siempre deseable instalar como primera etapa un 
sistema de separación de grasa-aceite y agua, esto reducirá la carga contaminante que está 
siendo descargada y también permitirá la recuperación de las grasas y/o aceites potencialmente 
útil. La eliminación de la materia grasa separable, se lleva a cabo a través de la utilización de los 
llamados “fat trap” o trampas de aceite. Para grandes flujos estos ocupan grandes áreas de 
superficies, por lo que se han modificado a través de la introducción de placa paralelas, 
especialmente diseñadas, con lo que se ha mejorado la situación hidráulica en estas trampas y a 
la vez la capacidad de carga, éstas son las placas corrugadas y las placas separadoras inclinadas. 
 
1.9.2.2 Tratamientos fisicoquímicos. Este tipo de tratamiento se aplica a sistemas altamente 
emulsificados y dispersos, tal que el tamaño de las partículas de materia grasa es menor que 
20μm, donde los procesos de separación por gravedad son absolutamente ineficientes. 
 
La estabilidad de los sistemas emulsificados puede ser explicado en términos de las cargas 
electrostáticas transportadas por las partículas. 
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1.9.2.3 Tratamiento biológico de grasas y aceites. Muchas sustancias grasas presentes en 
efluentes son casi, sin excepción, biodegradables y por lo tanto estos tipos de efluentes son 
compatibles con un tratamiento biológico. El problema específico de los efluentes grasos se 
relaciona con la liberación de grasas libres en la etapa de aireación, resultando una reducción en 
la eliminación de DBO5 y flotación de flóculos en la etapa final de clarificación, estos 
problemas son comunes tanto a las sustancias grasas polares como a las no polares.  
 
 
1.10   Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) 
 
Los hidrocarburos totales de petróleo (TPH) son una mezcla de un grupo extenso de muchos 
compuestos diferentes, originados de petróleo crudo. 
 
La mezcla de productos químicos en los TPH, corresponde a compuestos principalmente de 
hidrógeno y carbono conocidos, como hidrocarburos: Los científicos han dividido a los TPH en 
grupos de hidrocarburos de petróleo que se comportan en forma similar en el suelo o el agua. 
Estos grupos se llaman fracciones de hidrocarburo de petróleo y comprenden: éter de petróleo, 
naftas (gasolinas), queroseno (combustible de avión o jet fuel), diesel, fuel oil o búnker, asfalto 
y coque. A su vez, cada fracción contiene muchos productos químicos individuales 
[18]
. 
 
Los productos químicos que pueden encontrarse en los TPH incluyen a pentanos, hexanos, 
heptanos, aceites minerales, benceno, tolueno, xilenos, naftaleno, fluoreno, compuestos que 
contienen azufre (mercaptanos, sulfuros, disulfuros, cíclicos), compuestos que contienen 
oxígeno (ácidos carboxílicos, fenoles) y compuestos organo-metálicos (especialmente con 
vanadio, níquel, hierro y cobre). 
 
Sin embargo, es probable que muestras de TPH contengan solamente algunas, o una mezcla de 
estas sustancias químicas. Por la clase de sustancias químicas que forman los TPH, casi toda la 
población está expuesta a ellos de diferentes fuentes, en las que se incluyen gasolineras, aceite 
derramado sobre el pavimento, sustancias químicas usadas en el hogar y en el trabajo, tomando 
agua contaminada con TPH, trabajando en ocupaciones que usan productos de petróleo, 
viviendo en un área cerca de un derrame o escape de TPH o tocando tierra contaminada con 
TPH.
[19]
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1.10.1 Propiedades de los TPH. Las propiedades de los TPH corresponden a las propiedades 
de los hidrocarburos en general, las mismas que los caracterizan. Dentro de estas propiedades se 
pueden anotar las siguientes: 
 Tensión de vapor 
 Propiedades críticas 
 Temperatura 
 Presión  
 Densidad 
 Propiedades térmicas 
 Calor específico 
 Coeficiente de compresión adiabática 
 Calor latente de vaporización 
 Entalpía 
 Conductividad térmica 
 Viscosidad  
 Poder calorífico  
 Número de Octano 
 Indice de cetano 
 Puntos de congelación 
 Límites de explosividad y punto de inflamación 
 Tensión superficial 
 Solubilidad de los hidrocarburos, y de estos en el agua 
 Penetración y reblandecimiento de los asfaltos 
 Curvas de destilación 
 
 
1.10.2 Propiedades Físicas. En general, las propiedades físicas de un compuesto están 
relacionadas con su peso molecular y sus fuerzas intermoleculares. En una serie homologa, las 
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fuerzas son similares, pero el peso molecular varía sistemáticamente y de él dependen las 
propiedades físicas, dentro de las cuales son importantes el estado físico (sólido, líquido y 
gaseoso), el punto de ebullición (temperatura a la cual un líquido se convierte en su vapor a una 
presión determinada), el punto de fusión (temperatura a la cual un sólido se convierte en su 
líquido a una presión dada) y la solubilidad en diferentes solventes. 
 
 
1.10.2.1  Estado Físico. En la serie homologa de los alcanos, los primeros miembros ( C1 a 
C4) son gaseosos, los siguientes son líquidos muy volátiles (C5 a C7) posteriormente, líquidos 
más viscosos (C8 a C14) y por último sólidos (C15 en adelante). 
 
En la serie homóloga de los alquenos, los tres primeros componentes (C2 a C4) son gaseosos, 
luego líquidos cada vez más viscosos (C5 a C13) y de ahí en adelantes sólidos.
[20]
 
 
1.10.2.2 Punto de ebullición. El punto de ebullición es la temperatura a la cual un líquido puro 
pasa al estado de vapor a una presión preestablecida en cualquier punto de su masa en estado 
líquido. 
 
Para todas las series de hidrocarburos homólogos, el punto de ebullición se incrementa con el 
número de átomos de carbono que conforman la molécula. Sin embargo, en los alcanos con 
ramificaciones, se disminuye el valor de la fuerza intermolecular (dipolo inducido) se impide el 
acercamiento de las moléculas y por lo tanto, el punto de ebullición se hace menor respecto a los 
no ramificados del mismo número de carbonos. 
 
Respecto a las series homólogas de los alquenos y los alquinos, tratadas separadamente, se 
puede establecer lo mismo que en la de los alcanos; sin embargo, los alquenos presentan punto 
de ebullición mayor que los alcanos y los alquinos mayor que los alquenos; lo que es lógico, ya 
que el doble enlace induce una mayor polaridad que el simple enlace y el triple más que el 
doble. Este aumento de la polaridad incrementa las fuerzas intermoleculares y el punto de 
ebullición. 
 
También es importante anotar que la posición de los enlaces triples y dobles de una cadena 
carbonada genera diferentes polaridades lo que influye en el punto de ebullición como se puede 
observar en la figura 3, en donde se muestra una cadena de cuatro átomos de carbono formando 
diferentes compuestos con sus respectivos puntos de ebullición.
[21]
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Figura 4. Puntos de Ebullición de una cadena carbonada en relación a los enlaces 
 
Generalmente, los hidrocarburos aromáticos poseen puntos de ebullición más altos que los 
correspondientes nafténicos o parafínicos, lo que se debe fundamentalmente a las fuerzas 
intermoleculares por la proximidad de las moléculas. 
 
En el caso de mezclas, a presión constante, existe un rango de temperaturas en el cual el vapor y 
el líquido coexisten en equilibrio. En este rango el límite inferior es la temperatura de burbuja 
(punto anterior al de ebullición) y el superior la de rocío. Estas temperaturas no se deben 
confundir con el punto inicial y final de ebullición de una destilación. 
 
Las fracciones que se obtienen en el procesamiento del crudo están dadas por el rango de 
ebullición y la presión de vapor del producto. 
 
Fracciones con temperaturas de ebullición por debajo de los 200°C, se usan como combustibles 
de motores a ignición por bujías y se encuentran agrupadas en las denominadas naftas. La 
fracción de ebullición comprendida entre los 180 y 300° C cumple requerimientos de 
iluminación y es designada como queroseno. 
 
La fracción comprendida entre los 270 y  350°C es la denominada gas oil, la cual resulta 
adecuada como combustible de ignición por compresión (diesel). En esta fracción es elemental 
la estabilidad térmica de los hidrocarburos, dado que en los motores diesel, el gas oil se 
enciende por la elevada temperatura que se genera por la compresión. Por otro lado, los 
parafínicos existentes en este rango de ebullición, se solidifican a temperatura ambiente 
provocando taponamientos. 
 
La fracción restante del petróleo (menor 350º C) es denominada residuo “largo” y puede ser 
parafínico, si predomina en su composición este tipo de hidrocarburos, o asfáltico, si 
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predominan los nafténicos o aromáticas. Los parafínicos preferentemente isoparafínicos son 
aconsejables para la obtención de aceites lubricantes. 
 
 
1.10.2.3 Punto de Fusión. El punto de fusión de los hidrocarburos depende también de los 
mismos factores que el punto de ebullición. En las series homólogas se tienen las siguientes 
generalizaciones:  
En la serie homologa de los alcanos, la variación del punto de fusión se presenta en forma 
ascendente, pero escalonada a medida que aumenta el peso molecular, tal como se ilustra en la 
figura 5. 
 
Figura 5. Punto de Fusión de los Alcanos normales 
 
La figura muestra una convergencia gradual de los puntos de fusión cuando los pesos 
moleculares son altos: En los puntos más bajos, se formarán dos curvas; la superior corresponde 
a los alcanos que tienen número par de átomos de carbono y la inferior a los de número impar. 
Este hecho se explica por la disposición estructural de los átomos dentro de la molécula del 
compuesto (Fig 5. ) Los alcanos con número de carbonos impar, se empaquetan diferente en la 
estructura cristalina y poseen puntos de fusión un poco menores de lo esperado. 
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Figura 6. Disposición estructural de átomos de Alcanos con números de carbonos impar 
 
Otras propiedades serán definidas a continuación, dando prioridad a las que tienen mayor 
importancia para el presente trabajo en relación a las características determinantes de los 
hidrocarburos en el ambiente. 
 
 
1.10.2.4 Densidad. Una de las unidades de medida de la densidad en los hidrocarburos de 
petróleo, es el grado API (American Petroleum Institute) que se define como una función 
hiperbólica de la densidad. 
[22]
  
 
La densidad API es la medida de la densidad de los productos líquidos del petróleo, derivada de 
la densidad relativa de acuerdo con la siguiente ecuación. 
[23]
 
Densidad API = ((141.5)/ (gr.esp.60/60F)) – 131.5  (2) 
 
Los coeficientes 141,5 y 131,5 de la fórmula del grado API han sido introducidos para 
compensar el error de calibrado de los `primeros areómetros utilizados, que estaban graduados 
en la escala Baume. 
ºBaume= ((149)/densidad) – 130   (3) 
Esta unidad corresponde al antiguo grado Baume, aún utilizado para caracterizar la 
concentración de ácido en soluciones acuosas. 
 
 
1.10.3 Propiedades Químicas 
 
 
1.10.3.1 Polaridad. Se refiere a la existencia o no de una distribución equitativa de las nubes 
electrónicas que forman varios enlaces. Si no es equitativa, una parte de la molécula será más 
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positiva y la otra será más negativa. Por tanto, la molécula se comporta como un dipolo, o una 
molécula polar.  
 
Por otra parte, si las nubes electrónicas están igualmente distribuidas, decimos que la molécula 
es no polar. La polarizas depende de la electronegatividad de los átomos y la forma de la 
molécula, si no hay diferencia de electronegatividad de los átomos, la molécula será no polar. 
Todos los compuestos orgánicos contienen carbono y la mayoría también hidrógeno, debido que 
existe una leve diferencia en electronegatividad entre el carbono y el hidrógeno; la mayoría de 
los compuestos son no polares. 
 
Los hidrocarburos alifáticos son compuestos no polares y son por lo tanto, pobres competidores 
del agua. Los hidrocarburos aromáticos, son compuestos no polares o polares débiles como los 
alifáticos. Se ha determinado que compuestos no polares o débilmente polares tienen afinidad 
por las fases orgánicas hidrofóbicas en ácido húmico, siendo las fuerzas de Van der Waals o la 
atracción hidrofóbica como unión de enlace. 
 
1.10.3.2 Hidrofobicidad. Se refiere a la poca afinidad de los compuestos orgánicos con el agua, 
como es el caso de los hidrocarburos del petróleo. El comportamiento resultante es una baja 
solubilidad de las moléculas no polares y aquellas débilmente polares, que tienen una mayor 
afinidad de reaccionar con la materia orgánica a través de las interacciones de Van der Waals. 
 
1.10.3.3 Solubilidad. Los hidrocarburos son solubles entre sí en todas las proporciones. La 
separación de los componentes puede llevarse a cabo con solventes polares, como el dióxido de 
azufre, furfural y otros. En estos solventes los hidrocarburos aromáticos se disuelven de una 
manera más fácil que los parafínicos y nafténicos. 
 
Por otro lado, los hidrocarburos de elevado peso molecular son miscibles en cierto grado con los 
de peso molecular inferior, provocando que se sature lo que provoca la precipitación del 
componente de mayor peso. 
 
Los alcanos son insolubles en el agua y solventes polares; el metano (CH4), que es el más 
soluble en agua, tiene una solubilidad de 2 x 10 -5 g/ml a 25 C. La solubilidad disminuye al 
aumentar el peso molecular; esta poca solubilidad se debe a la baja polaridad. Los alquenos y 
alquinos, son más polares que los alcanos y por lo tanto, son ligeramente más solubles en el 
agua. 
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La solubilidad en agua es la característica química más importante usada para asegurar: 
a) Movilidad química 
b) Estabilidad química 
c) Acumulación química 
d) Bioacumulación química y, 
e) Sorción química en el ambiente. 
 
Un compuesto químico altamente soluble es propenso a ser biodegradado y metabolizado por 
los microorganismos. 
 
Un contaminante químico poco soluble en agua, es más probable a ser movilizado por adsorción 
y es mas acumulativo o bioacumulativo, persistente en los compartimientos ambientales y 
ligeramente propenso a biodegradarse y puede ser metabolizado por plantas y animales. 
[24]
 
 
La solubilidad puede ser medida por los siguientes valores: 
 Solubilidad baja  <10 ppm 
 Solubilidad media  Entre 10 y 100 ppm 
 Solubilidad alta  >1000 ppm 
 
En los hidrocarburos la solubilidad varía de acuerdo a sus características químicas y fisícas que 
influyen de manera determinante en el transporte de tales compuestos hacia zonas profundas.  
 
En la tabla 6 se muestra la solubilidad en agua de los hidrocarburos y sus derivados. 
 
Tabla 6. Solubilidad en agua de hidrocarburos y derivados 
GRUPO DE HIDROCARBURO 
HIDROCARBURO 
REPRESENTATIVO 
SOLUBILIDAD EN AGUA 
(mg/l) 
n- Alcanos 
C4 n- butano 61.4 
C5 n-pentano 38.5 
C6 n-hexano 13.3 
C7 n-heptano 2.2 
C8 n-octano 0.43 
C9 n-nonano 0.12 
C10-C14 n-decano 0.05 
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Continuación de la Tabla 6. 
Alcanos Ramificados 
C4 Isobutano 49 
C5 Isopentano 48 
C6 
2-metilpentano 78 
C7 
2-metilhexano 2.54 
C8 2,4-dimetilhexano 1.29 
C9 2,2,4-trimetilhexano 0.53 
Cicloalcanos 
C6 Ciclohexano 55 
C7 Metilciclohexano 14 
C8 1,2,4- Trimetilciclopentano ----- 
C9 1,1,3-Trimetilciclohexano 1.77 
Olefinas 
C4 1-buteno 222 
C5 1-penteno 148 
C6 1-hexeno 69.7 
Fuente: Fan.L and S, 1995 Aspectos de la contaminación del agua por HC en México 
 
1.10.4 Coeficiente de partición agua-octanol (Kow). El coeficiente de partición agua-octanol, 
expresa la relación de concentraciones en equilibrio de un compuesto químico en las fases de 
octanol y agua. Es un indicador de la bioacumulación o potencial de bioconcentración de un 
compuesto químico en el tejido graso de los organismos. Es además un indicador de la 
solubilidad en agua, movilidad y bioacumulación. Su valor se describe de la siguiente forma: 
 
Alto coeficiente: Kow mayor de 1000 significa mayor afinidad de 
bioacumularse/bioconcentrarse en la cadena alimenticia, mayor potencial de sorción en el suelo, 
baja movilidad y por lo tanto, baja solubilidad en agua. 
 
Bajo coeficiente: Kow menor de 500 significa menor afinidad química a bioacumularse, mayor 
potencial de movilidad, mayor solubilidad y mayor potencial a biodegradarse y poder ser 
metabolizado.  
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1.10.5 Coeficiente de partición en suelo (Koc). Este coeficiente se interpreta como una medida 
de la contribución de las fuerzas hidrofóbicas para la sorción. Esto es preciso para compuestos 
altamente no polares y puede no ser preciso para especies polares. El Koc puede ser calculado 
de otras propiedades del compuesto químico como la solubilidad en agua, el coeficiente de 
partición agua-octanol (Kow) y la estructura molecular del compuesto. 
 
En los sistemas de agua-suelo/sedimento, donde el contenido de materia orgánica es 
significante, la adsorción de los contaminantes orgánicos no polares ocurre principalmente por 
partición dentro de la materia orgánica, de acuerdo al coeficiente de distribución agua –
suelo/sedimento (Kd). 
 
 
1.11 SUELO 
 
El suelo constituye un recurso natural que desempeña diversas funciones en la superficie de la 
Tierra, proporcionando un soporte mecánico así como nutrientes para el crecimiento de plantas 
y microorganismos. La matriz suelo está formada por cinco componentes principales: minerales, 
aire, agua, materia orgánica y organismos vivos. 
 
Los materiales minerales son los principales componentes estructurales y constituyen mas del 
50% del volumen total del suelo. El aire y el agua juntos ocupan el volumen de los espacios, y 
usualmente conforman el 25% a 50% del volumen total. La proporción relativa de aire/agua 
fluctúa considerablemente con el contenido de humedad del suelo. El material orgánico ocupa 
entre el 3%y 6% del volumen promedio, mientras que los organismos vivos constituyen menos 
del 1%. 
[25]
 
 
 
 
1.11.1 Contaminantes del suelo. La importancia del suelo se ha puesto de manifiesto en los 
últimos años en las políticas ambientales a nivel mundial, consecuencia de su consideración 
como parte integrante de los procesos que se desarrollan en los ecosistemas. El suelo constituye 
un puente entre la atmósfera y las aguas subterráneas, con lo que cualquier tipo de impacto que 
incida en él, tendrá repercusiones a corto o medio plazo en los otros dos medios. 
[26]
 
 
La industrialización, los procesos de depuraciones industriales, las prácticas agrícolas en 
ocasiones inadecuadas, han supuesto en las últimas décadas una importante fuente de 
contaminación en el medio edáfico. La protección de los suelos se ha integrado recientemente 
como uno de los objetivos prioritarios que influyen en las políticas medioambientales, citando 
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como causa de degradación de los suelos la contaminación puntual como consecuencia de 
actividades industriales, explotaciones mineras, agricultura y vertido de residuos. 
 
Con una protección integrada de los suelos pueden obtenerse importantes beneficios en el aire, 
el agua, la lucha contra el cambio climático y la diversidad biológica. 
 
Se puede definir la contaminación del suelo como la existencia de un agente o conjunto de 
agentes que provocan una perturbación en el medio o como el proceso o conjunto de procesos 
que disminuyen la capacidad potencial del suelo para producir bienes. 
 
Los propios constituyentes y propiedades del suelo son capaces de aminorar la contaminación, 
como por ejemplo: pH, materia orgánica, minerales de la arcilla y óxidos metálicos, reacciones 
de oxidación-reducción, procesos de intercambio iónico, fenómenos de adsorción, desorción y 
reacciones de precipitación y disolución. 
[27]
 
 
A continuación se describen algunos datos del suelo, que pueden obtenerse con relativa 
facilidad y que controlan la eficiencia de una tecnología de remediación. 
[28]
 
 
Tamaño de partícula: Los suelos se clasifican en función de su tamaño de partícula, siendo sus 
tres principales componentes las arcillas (<0,002mm), los sedimentos (0,002-0,05mm) y las 
arenas (0,05-2mm). Es importante considerar ésta propiedad ya que la relación área volumen de 
los diferentes tipos de partícula, tienen un impacto directo sobre las propiedades físicas, 
químicas y biológicas del suelo. 
 
pH: determina el grado de adsorción de iones por las partículas del suelo, afectando así su 
solubilidad, movilidad, disponibilidad y formas iónicas de un contaminante y otros 
constituyentes del suelo. La solubilidad de muchos contaminantes inorgánicos cambia en 
función del pH y normalmente su movilidad disminuye con valores altos de pH. 
 
Materia orgánica: la fracción orgánica de los suelos está constituida por desechos vegetales y 
animales, que generalmente se le conoce como humus. Un suelo con alto contenido de humus, 
disminuye la movilidad de los compuestos orgánicos. 
 
 
1.11.2 Tipos de contaminantes del suelo. Los contaminantes que se encuentran en el suelo son: 
metales pesados, contaminantes orgánicos y exceso de sales. Las actividades que pueden dar 
origen a la contaminación pueden ser debidas a focos puntuales o focos difusos. 
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Focos puntuales: se derivan en su mayor parte de la industria y sus actividades asociadas. Se 
pueden producir en numerosos emplazamientos y situaciones, pero las podríamos asociar en: 
 Gestión inadecuada, donde se incluyen los diferentes fallos de instalaciones, procesos, 
humanos y de gestión de residuos. 
 Accidentes causados por imprudencias o negligencias. En estos casos la contaminación se 
podría paliar si se cuenta con protocolos inadecuados  para controlar los posibles vertidos. 
 Vertidos irregulares, voluntarios o involuntarios. 
 
Tipo de residuo que puede constituir un foco puntual: 
 Residuos derivados de la industria. 
Los tipos de residuos industriales que pueden constituir esta contaminación pueden ser sólidos, 
líquidos, otros (pastosos, emulsiones o lodos de tratamiento químico). En este caso, los 
contaminantes pueden llegar al suelo por vertido directo, vertido controlado, vía atmósferica: 
 Residuos derivados de la minería 
En este caso nos referimos al impacto que pueden tener  como explotaciones a cielo abierto, 
escombreras y taludes, aguas ácidas, etc. 
Estos impactos producirán en el suelo una degradación o pérdida de suelo, contaminación por 
elementos químicos, otras fuentes de contaminación. 
 
Entre otras fuentes de contaminación tenemos extracción de hidrocarburos, curtido de pieles, 
refinado de petróleo, industria química, fabricación de pesticidas, cementeras, siderurgia, 
vertederos. 
 
Focos difusos: Son producto de varias actividades como: 
 Agricultura: en este medio, las actividades se realizan directamente sobre el suelo, por lo que 
en este sector la contaminación se asocia fundamentalmente al uso incorrecto de fertilizantes 
y biocidas. 
 
Por otra parte, la agricultura intensiva está asociada a la pérdida de cobertura vegetal y materia 
orgánica del suelo, lo que supone la incidencia de los procesos de erosión y pérdidas del suelo, a 
lo que se añade el peligro de compactación causado por la maquinaria agrícola, la 
sobreexplotación de acuíferos  debida al regadío y la acumulación de metales pesados debidos al 
uso de fertilizantes. 
 
 Ganadería: puede constituir una causa importante de contaminación de las aguas 
subterráneas por percolación de purines en el terreno. En este caso, además hablar de 
contaminación química, habría que considerar la contaminación microbiológica. También, la 
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ganadería extensiva presente problemas de erosión por el pastoreo en zonas de pendientes o 
compactación, acelerando la desertización de los suelos. 
 Silvicultura: las explotaciones forestales tienen un importante impacto sobre el suelo a causa 
de la apertura de pistas y el tránsito de maquinarias, que favorece la erosión y compactación 
del suelo, además la preparación de la madera para usos industriales hace que se utilicen 
multitud de productos fitosanitarios, que tiene alta toxicidad. 
 Depósito ácido: algunos contaminantes atmosféricos sufren reacciones de oxidación que les 
convierte en compuestos ácidos que al depositarse sobre el terreno puede provocar 
reacciones de acidificación en el medio. 
 Transporte: Un foco difuso de contaminación lo constituye el transporte de materiales que en 
el caso de fuga o mala manipulación constituirá una nueva contaminación. 
 
Por todo lo anterior, se deduce que las medidas enfocadas hacia la descontaminación de los 
suelos deben ser diversas, debido a que las actividades de origen del proceso de degradación o 
contaminación son variadas. 
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2. METODOS INSTRUMENTALES DE ANALISIS 
 
 
2.1 Métodos espectroscópicos de análisis 
 
Los métodos de análisis que se basan en la medición de luz y otras formas de radiación 
electromagnética son los que más se utilizan en la química analítica. La espectroscopia es una 
ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la radiación y la materia. Los métodos 
espectroscópicos de análisis miden la cantidad de radiación producida o absorbida por las 
especies atómicas o moleculares que se analizan. Estos métodos también se clasifican de 
acuerdo con la región del espectro electromagnético que se utiliza para hacer la medición. Estas 
regiones incluyen los rayos gamma, rayos X, ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas y 
radiofrecuencias. 
[29]
 El parámetro usado más frecuentemente para caracterizar la energía 
radiante es la longitud de onda λ. 
 
La energía de un fotón puede relacionarse con su longitud de onda , frecuencia y número de 
onda mediante la siguiente ecuación: 
 
     E =
hc
λ
       (4) 
 
Donde: 
h es la constante de Planck (6.63 x 10
-34
 J s). 
c es la velocidad de la luz (3 x 10
10
 cm/s). 
λ  longitud de onda 
 
Los métodos cuantitativos basados en la absorción requieren dos medidas de potencia: una antes 
de que el haz haya pasado a través del medio que contiene el analito (Po), y la otra, después (P).  
 
La transmitancia y absorbancia son dos términos que se utilizan ampliamente en espectrometría 
de absorción y se relacionan por la razón Po y P. 
 
La potencia radiante P, es la energía de un haz de radiación que alcanza un área dada por 
segundo y se determina con un detector de radiación que convierte la energía radiante en una 
señal eléctrica S. 
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 Transmitancia (T) de la solución, es la fracción de radiación incidente que transmite la 
solución.  
 
 
 
 
 
La figura 6 muestra un diagrama de la atenuación que experimenta un haz paralelo de radiación 
monocromática cuando pasa por una solución absorbente de espesor b en cm y concentración c 
en moles por litro.  
 
 
 
Figura 7. Atenuación de un haz de radiación por una solución absorbente 
 
La flecha más grande en el rayo incidente significa que la energía radiante es mayor que la que 
transmite la solución. Es b la distancia que atraviesa el rayo en la solución absorbente, y es c su 
concentración. 
[30]
 
 
 Absorbancia (A) de una solución está relacionada con la transmitancia en forma logarítmica. 
 
 
 
Al contrario de la transmitancia, la absorbancia de un medio aumenta cuando la atenuación 
del haz se hace mayor. 
[31]
 
 
 
2.1.1 Métodos ópticos de absorción. Cuando una fuente de energía radiante, como un haz de luz 
blanca, pasa a través de una solución, el haz emergente será de menor intensidad que el haz que 
entra. Si la solución no tiene partículas en suspensión que dispersen la luz, la reducción en 
intensidad se debe principalmente a la absorción por la solución. La medida en que se absorbe la 
                           b  
Solución 
absorbente de 
concentración c 
(5) 
(6) 
(7) 
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luz blanca es por lo general mayor para algunos colores que para otros, con el efecto de que el 
haz emergente tiene color. 
 
La mayoría de los instrumentos espectroscópicos de las regiones UV-visible e IR incluyen cinco 
componentes: (1) una fuente estable de energía radiante; (2) un selector de longitud de onda que 
aísla una región limitada del espectro para hacer la medición; (3) uno o más recipientes para la 
muestra; (4) un detector de radiación, que convierte la energía radiante en una señal eléctrica 
que puede medirse, y (5) un sistema que procesa y lee la señal que consta, actualmente, de una 
computadora. 
[32]
 
 
El mismo instrumento no se puede utilizar para medir la absorbancia a todas las longitudes de 
onda porque una fuente de energía, un diseminador de energía y un detector de energía dados 
son adecuados sólo para el uso dentro de un rango limitado de longitudes de onda. Los 
instrumentos que miden la absorción de la luz visible son ampliamente utilizados en el análisis 
del agua. 
[33]
 
 
 
2.2 Espectroscopia de absorción infrarroja 
 
La espectroscopia de absorción infrarroja es otra de las técnicas que también se emplean en la 
química analítica. La absorción de radiación en la región del IR puede dar información acerca 
de la naturaleza de los compuestos, de la existencia o no de grupos funcionales y de la estructura 
de las moléculas. La absorción IR es una de las técnicas fundamentales en el análisis cualitativo 
y muy valiosa para identificar grupos funcionales. 
[34]
 
 
La espectroscopia de infrarrojo se aplica para analizar las características vibracionales de las 
moléculas, estructuras cristalinas y cristales. Su efecto sobre la materia orgánica es producir 
deformaciones de los enlaces de la sustancia, utilizando la radiación del espectro 
electromagnético cuya longitud de onda (λ) está comprendida entre los 800 y los 400 nm (0.8 y 
400μm, 1μm=10-4 cm) como lo muestra la figura 8. 
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Figura 8. Espectro electromágnetico 
 
En todas las espectroscopias, las energías en las cuales aparecen las bandas dependen de las 
propiedades de las moléculas, y se puede utilizar las magnitudes de las moléculas individuales 
para determinar las concentraciones. Los espectros aparecen con numerosas bandas 
características en el intervalo del espectro infrarrojo. 
 
Las posiciones relativas de los átomos en una molécula no son exactamente fijas, sino que 
varían continuamente gracias a los diferentes tipos de vibraciones rotacionales alrededor de los 
enlaces en las moléculas. Para una molécula diatómica o triatómica es fácil definir el número y 
la naturaleza de las vibraciones, y relacionarlas con las energías de absorción; pero para el caso 
de las moléculas poliatómicas es muy difícil definir las vibraciones, no sólo por el gran número 
de centros de vibración que presentan las moléculas grandes, sino también por las interacciones 
que aparecen entre algunos de estos centros. 
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Pueden distinguirse dos categorías básicas de vibraciones: de tensión y de flexión. Una 
vibración de tensión supone un cambio continuo en la distancia interatómica a lo largo del eje 
del enlace entre dos átomos. Las vibraciones de flexión se caracterizan por un cambio en el 
ángulo entre dos enlaces. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Modos de Vibración del grupo metileno 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la región de infrarrojo se ha dividido en infrarrojo 
cercano, medio y lejano, debido principalmente a sus aplicaciones y a la instrumentación 
utilizada. De esta manera, las técnicas y las aplicaciones de los métodos basados en cada una de 
estas tres divisiones del espectro infrarrojo, difieren considerablemente.
[35]
 
 
Para las medidas de absorción en el infrarrojo, existen tres tipos de instrumentos disponibles 
comercialmente: 
 Espectrofotómetros dispersivos de red que se utilizan para el análisis cualitativo. 
 Instrumentos Multiplex, que emplean las transformadas de Fourier, y funcionan tanto para 
análisis cualitativo como cuantitativo. 
 Fotómetros no dispersivos que se han desarrollado para la determinación cuantitativa de 
diversas especies orgánicas en la atmósfera por espectroscopia de absorción de emisión y de 
reflactancia. 
 
La figura 10 muestra un esquema del principio de funcionamiento y las partes principales de un 
espectrómetro de infrarrojo. 
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a) La fuente de radiación IR puede contener un láser (He-Ne) en los equipos modernos, o una 
cerámica contaminada con óxidos de Zirconio, Torio y Cesio, conocida como filamento de 
Nernst. Esta cerámica es calentada eléctricamente hasta 1000-1800 ºC. Otra fuente de 
radiación es el Globar, que es una pequeña esfera de carburo de silicio, que al ser calentada 
al igual que la anterior, emite una radiación de amplio espectro que va desde los 5500 cm
-1
 
hasta los 600 cm
-1
. El Nernst en cambio, muestra un espectro de energía o frecuencia que va 
desde 7100 cm
-1
 hasta los 550 cm
-1
. Estos rangos de frecuencia son más que suficiente para 
los espectroscopistas orgánicos. Ellos necesitan el rango que va desde los 4000 cm
-1
 hasta los 
650 cm
-1
 aproximadamente. 
 
b) El porta-muestra, puede ser según el propósito, para aceptar gases, líquidos y sólidos. En 
gases, las celdas disponibles tienen entre 10 y 40 cm de longitud y los espectros en estos 
casos son el resultado del paso, a través de la celda con múltiples reflexiones, de manera que, 
en realidad la luz ha recorrido muchas veces la longitud de la celda antes de llegar al 
detector. De los líquidos pueden ser obtenidos los espectros en ya sea compuestos puros o en 
soluciones diluidas de aquellos. Los líquidos puros se colocan entre dos placas de bromuro 
de sodio (se pueden lograr espesores de hasta 0,01 mm o menores) Las soluciones diluidas 
son colocadas entre dos ventanas de cloruro de sodio o bromuro de sodio, rodeadas de 
anillos espaciadores que delimitan las celdas espectroscópicas a algunas fracciones de 
milímetro de espesor. En estos casos deben ser muy bien seleccionados los solventes a 
utilizar. El CCl4 y el CS2 son complementarios en estas tareas. Ambos solventes son 
invisibles en regiones sobre los 1333 cm
-1
 para el CCl4 y bajo los 1333 cm
-1
 para el CS2.  
Pueden hacerse muchas combinaciones de solventes que cubran diferentes ventanas entre los 
4000 cm
-1
 y los 600 cm
-1
. (Ventana es aquella porción del espectro IR, en el cual el solvente 
tiene una muy baja absorción de radiación, es decir, es trasparente a la radiación infrarroja). 
 
Figura 10.  Diagrama esquemático de un espectrofotómetro 
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c) La rejilla o monocromador es un espejo reticulado que equivale a un prisma capaz de 
descomponer el espectro de la radiación en sus diferentes longitudes de onda. Este 
dispositivo junto a otros dispositivos conocidos como eslits (ventanas de abertura variable) 
permiten seleccionar y examinar la energía radiante de diferentes longitudes de onda que ha 
pasado por la muestra. 
 
d)  El detector es otro componente importante en la configuración de un espectrofotómetro IR. 
Mide la energía radiante residual que emerge de la muestra y la compara con aquella que 
proviene de la celda llamada blanco (que no contiene sustancia problema, solo contiene el 
solvente en el caso de una muestra en solución, o bien, bromuro o cloruro de sodio como 
blanco para las muestras de líquidos puros o sólidas) Esta diferencia de energía se mide con 
una termocupla que tiene la propiedad de traducir las diferencias de intensidad de la 
radiación que sale de la muestra en impulsos eléctricos. 
 
 
2.3  Equipos utilizados para la Determinación  de TPH 
 
El equipo utilizado en el presente trabajo, para la determinación de hidrocarburos totales de 
petróleo, aceites y grasas en las matrices de agua y suelo es un espectrómetro infrarrojo 
(INFRACAL TOG/TPH CVH). 
 
El Infracal TOG/TPH Analyzer, modelo CVH, está diseñado para medir hidrocarburos, aceite y 
grasa mediante el uso de un solvente de extracción el mismo que está diseñado para absorber la 
energía infrarroja de los hidrocarburos extraídos en una determinada longitud de onda. La 
cantidad de energía absorbida es proporcional a la cantidad de aceite y grasa en el disolvente.   
 
El doble detector que utiliza el analizador de TOG/TPH para medir las concentraciones de 
hidrocarburos se encuentra en un intervalo de 3,4 micrómetros (2940 cm
-1
)  a 2,5 micrómetros 
(4000 cm
-1
). 
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2.3.1 Descripción del analizador 
 
 
Figura 11. Analizador Infracal TOG/TPH 
 
2.3.2 Panel de control frontal 
 
El panel frontal consta de una pantalla LED de 4 dígitos y cuatro botones de control sensibles al 
tacto, como se ilustra en la Figura 12. La pantalla LED permanece iluminada mientras que el 
analizador se encuentra conectado (encendido).  
 
Figura 12. Panel de control frontal 
 
2.3.3 Descripción de los controles de pulsador 
 
RUN.- Se utiliza para iniciar el análisis de la muestra, para grabar la calibración 
previo al análisis de la muestra. El control de flecha se usa para aumentar los 
valores numéricos utilizados en la función CAL. 
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CAL.- Mantener presionado el botón durante 2 segundos para seleccionar el tipo de 
calibración. 
 
CERO.- Mantener presionado el botón durante 2 segundos para verificar el 
equilibrio del equipo. También se utiliza para salir de CAL. 
RECUPERAR.- Pulsar y soltar rápidamente para recuperar hasta los diez últimos 
resultados. Control de flecha abajo se utiliza para disminuir los valores numéricos 
utilizados en la función CAL.  
 
2.3.4 Descripción de la cubeta porta muestra. El Analizador Infracal TOG/TPH modelo CVH 
posee un sistema integrado el cual soporta una cubeta de 10mm y posee un sistema de detección 
óptico.  
 
Consta de una fuente de infrarrojos modulada y el sistema detector, colocados de tal manera que 
un haz de energía se transmite a través de la muestra y se centra directamente por la ventana del 
detector. 
 
Figura 13.  Descripción del porta muestras 
 
El Analizador Infracal modelo CVH está diseñado para su uso con Métodos EPA 413.2 y 418.1. 
Cuando la cubeta se coloca en el porta muestras un haz de energía elíptica se transmite a través 
de la muestra y se centra directamente por la ventana del detector. La energía recogida en la 
longitud de onda analítica (IA), se reduce en comparación con la energía recogida en la longitud 
de onda de referencia (IR). 
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3. METODOS DE ANALISIS 
 
 
Un método de análisis se considera como una guía de operaciones a llevar a cabo, mientras que 
un procedimiento analítico constituye más bien el modo de hacerlo. 
 
 
3.1 Selección del método de análisis 
 
La selección del método de análisis constituye una etapa crucial en la resolución de un problema 
analítico. En esta etapa se debe decidir el diseño y planificación del proceso analítico más 
adecuado para alcanzar los objetivos propuestos. El proceso analítico debe proyectarse en toda 
su extensión; es decir, diseñando todos y cada uno de los pasos que unen la muestra con la 
obtención de los resultados, puesto que todos ellos afectarán al resultado final. 
 
 
3.1.1 Planificación para el análisis del problema analítico 
 
 Toma, almacenamiento y conservación de la muestra. 
 Tratamiento de una parte de la muestra (submuestra) para el posterior análisis. 
 Determinación del analito o analitos (medida). 
 Evaluación y presentación de resultados. 
 Informe final. 
 
La tarea de seleccionar el método más apropiado, no es sencilla, ya que se cuenta con una gran 
cantidad de herramientas que van desde los numerosos procedimientos de puesta en disolución 
de la muestra, hasta las diferentes técnicas de medida, pasando por las herramientas que se 
encaminan a la preparación previa de la muestra. 
 
Entre los tratamientos preliminares para la preparación de la muestra se realizaron los diferentes 
métodos de digestión para las matrices: agua, suelo. 
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A continuación se muestra las principales técnicas analíticas: 
 
Tabla 7.  Principales técnicas analíticas 
 
Categoría Propiedad física medida Técnica 
ÓPTICAS 
Emisión de radiación por 
átomos 
Fluorescencia atómica 
Espectroscopia de emisión 
(rayos γ, rayos X, UV-
visible) 
Emisión de radiación por 
moléculas 
Fluorescencia (rayos X, UV-
visible) 
Fosforescencia 
Espectroscopia RAMAN 
Absorción de radiación por 
átomos 
Espectrofotometría de 
absorción atómica 
Absorción de radiación por 
molécula 
Absorción de rayos X 
Espectrofotometría UV 
visible 
Espectrofotometría infrarroja 
Resonancia magnética 
nuclear 
Resonancia de espín 
electrónico 
Dispersión de radiación Turbidimetría 
Nefelometría 
Espectrometría RAMAN 
Refracción de radiación Refractometría 
Interferometría 
Difracción de radiación Difracción de rayos X y de 
electrones 
Rotación de radiación Polarimetría, dicroísmo 
circular, dispersión óptica 
rotatoria.  
ELÉCTRICAS 
Potencial  Potenciometría 
Intensidad  Amperometría, polarografía, 
voltamperometría 
Carga  Culombimetría  
Conductividad  Conductimetría  
VARIOS 
Relación masa-carga Espectrometría de masas 
Velocidad de reacción Cinéticos  
Térmicas  Métodos de entalpía, 
conductividad térmica 
CLÁSICAS Volumen Volumetría 
Masa Gravimetría 
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3.2 Validación 
 
 
3.2.1 Introducción a la Norma NTE ISO/IEC 17025:2005. La Norma ISO/IEC 17025 
“Requisitos Generales para la Competencia de Laboratorios de Calibración y Ensayo” fue 
publicada en 1990 como un conjunto, acordado en el ámbito internacional, de requisitos 
técnicos y de sistema de la calidad aplicable a laboratorios que realizan calibraciones y/o 
ensayos 
[36]
. En esta norma se describen los requisitos que ciertos laboratorios de ensayo deben 
cumplir para demostrar que son técnicamente competentes. 
 
3.2.2 Definición. La validación de un método de ensayo es la confirmación mediante un 
exámen y la provisión de una evidencia objetiva de que se han satisfecho unos requisitos 
particulares para un uso pretendido y especifico.
[37]
 
 
3.2.3  Alcance de la validación según el tipo de procedimiento de prueba 
 
Tabla 8. Alcance de validación según el tipo de procedimiento de prueba 
 
METODO DE ENSAYO OBJETIVOS DE LA VALIDACION 
Caso 1: 
Método de ensayo estandarizado  y 
normalizado 
Comprobar que el laboratorio domina el 
ensayo. 
Caso 2: 
Modificación de un método de ensayo 
normalizado 
Comprobar que la repetibilidad, 
reproducibilidad, precisión intermedia y que 
la exactitud del método original no dependen 
de la modificación introducida. 
Caso 3: 
Método de ensayo interno 
Comprobar que la repetibilidad, 
reproducibilidad, precisión intermedia y la 
exactitud del método para el objetivo 
deseado. 
 
El alcance de la validación determinado por el responsable del ensayo, o bien los parámetros 
estadísticos por determinar y, en caso necesario, los principios aplicados deben ponerse por 
escrito en forma de informe de validación. 
[38]
 
 
3.2.4 Parámetros de la calidad de un método analítico. Los criterios relacionados con la 
calidad de los resultados se dividen en supremos, básicos y complementarios. 
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Tabla 9. Criterios para la evaluar la calidad de un método de análisis 
 
Supremos Básicos Complementarios 
Exactitud 
Representatividad 
Límite de detección 
Sensibilidad 
Precisión 
Selectividad 
Coste 
Rapidez 
Seguridad 
 
3.2.4.1 Límite de Detección (LD). El límite de detección de un analito es la mínima cantidad 
del mismo que proporciona una señal significativamente diferente que la señal del blanco o del 
fondo. 
 
Las últimas recomendaciones de la organización Internacional para la estandarización ISO y de 
la Union Internacional de Química Pura y Aplicada, IUPAC; se asocian al límite de detección 
con una señal (y), mayor que la del blanco (yB ) en tres veces su desviación estándar. 
y=yB + 3σB          (8) 
Es de mayor utilidad expresar el límite de detección en función de la mínima concentración de 
analito que puede ser medida. Para ello, la señal correspondiente al límite de detección ha de ser 
interpolada en la ecuación que relación a la señal analítica con la concentración (calibración). 
 
Suponiendo una ecuación línea de calibración se obtiene: 
y=yB + mC          (9) 
Donde 
C: es la concentración del analito 
yB: es la ordenada al origen 
m: es la pendiente de la recta 
 
𝐿í𝑚𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
3𝜎𝐵
𝑚
        (10) 
 
La ecuación representa la expresión matemática que nos sirve para calcular el límite de 
detección si existe una relación lineal entre la señal analítica y la concentración. 
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3.2.4.2 Límite de cuantificación. El límite de cuantificación o determinación se define como la 
mínima cantidad de analito capaz de ser determinada por un método analítico con una precisión 
y exactitud aceptable. 
 
La ecuación para determinar el límite de cuantificación es: 
y=yB + 10σB                     (11) 
𝐿í𝑚𝑖𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
10𝜎𝐵
𝑚
                                                      (12) 
 
3.2.4.3 Precisión. Se define como la dispersión de los valores obtenidos alrededor del valor 
medio, o bien como la proximidad entre los resultado obtenidos por aplicación del mismo 
procedimiento experimental varias veces bajo condiciones predescritas. (ISO 1977). 
 
La precisión depende exclusivamente de la distribución de errores aleatorios y no del valor 
verdadero. La precisión y la exactitud son los dos parámetros más importantes para cuantificar 
la calidad de un método de análisis. 
 
Repetibilidad: se refiere a una evaluación de la precisión a partir de una serie de resultados 
individuales obtenida de forma idéntica, mismo operador, misma muestra, mismo instrumento, 
mismo laboratorio. 
 
Reproducibilidad: la evaluación de la precisión se la realiza bajo condiciones experimentales 
diferentes, diferente operador, diferente muestra, diferente instrumento, diferente laboratorio.  
 
La medida de estos parámetros para un número reducido de datos (n<30) se realizan a partir de: 
 Desviación estándar, s 
 Varianza, s2 
 Desviación estándar relativo, RSD 
 Coeficiente de variación, CV o RSD% 
 
De acuerdo a ISO 5725 (UNE 82009): 
 
La desviación estándar de repetibilidad (Sr) es: 
𝑆𝑟 =  𝐷𝐶𝑀𝑊    (13) 
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La desviación estándar de reproducibilidad (SR) es: 
𝑆𝑅 =  𝑆𝑟2 + 𝑆𝐿
2    (14) 
Donde: 
𝑆𝐿
2 =
𝐷𝐶𝑀𝐵−𝐷𝐶𝑀𝑊
5
    (15) 
DCMW: Diferencias cuadráticas medias dentro del grupo 
DCMB: Diferencias cuadráticas medias entre el grupo 
Siendo el denominador (5) igual al número de observaciones que se realizan cada día. 
 
 
3.2.4.3 Exactitud. La exactitud del método puede establecerse por la comparación de los 
resultados, obtenidos en el diseño experimental, de los Materiales de Referencia (MR) con los 
valores teóricos de los mismos, observando el grado de concordia entre el valor obtenido y el 
valor esperado. 
 
La exactitud del método se expresa en términos de % de Recuperación. La recuperación en cada 
punto se calcula mediante la siguiente expresión: 
%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 =
𝑋𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜
𝑋𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜
𝑥 100    (16) 
Donde: 
Xobtenido: es el resultado obtenido del análisis del material de referencia utilizado, y  
Xesperado: es el valor teórico del mismo 
 
 
3.2.4.5 Incertidumbre. La incertidumbre de medida es un parámetro de identificación central e 
indispensable para preparar una acreditación según la Norma NTE ISO/IEC 17025:2005. En su 
cálculo se incluye los errores sistemáticos y aleatorios. 
 
El cálculo general para la estimación de la Incertidumbre Total Expandida se expone en el 
PG/DPEC/06, documento ubicado en el Área de Calidad del DPEC. 
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3.2.4.6  Intervalo de trabajo Validado. El intervalo de trabajo validado puede coincidir con el 
que utilizamos al principio, en el estudio de la función respuesta, como intervalo de trabajo 
deseable, pero puede haber disminuido como resultado del proceso de validación. Normalmente 
estará comprendido entre el Límite de Cuantificación y el valor asignado al mayor patrón 
utilizado. 
 
3.2.5  Procedimiento General de Validación de un Método. El esquema que resume un proceso 
de validación es el siguiente: 
a) Detección de la Necesidad Analítica: se define por la autoridad del laboratorio, la necesidad 
de satisfacción de una demanda analítica. 
b) Método: se establece el método más apropiado acorde a las necesidades del cliente. 
c) Elaboración del Borrador del Procedimiento: Se lo realiza teniendo en cuenta los aspectos 
formales de contenido. 
d) Puesta a punto: se ajustan y afinan las distintas variables del método. En este apartado se       
prueba teniendo en cuenta los diversos parámetros de validación. 
e) Elección de los parámetros de Validación: se eligen teniendo en cuenta las guías aplicables 
(ver tabla 4) y la experiencia obtenida en la puesta a punto. 
f) Diseño experimental y estadístico: se establece el diseño experimental que se va a seguir en 
la validación, así como el tratamiento estadístico que se va a realizar a los datos 
experimentales que obtengamos, a fin de calcular los parámetros de validación. 
g) Realización de los ensayos diseñados: los ensayos objeto de validación se llevan a cabo en 
base al Procedimiento Normalizado de Ensayo realizado con anterioridad (borrador). 
h) Tratamiento estadístico de los datos obtenidos: se obtienen los valores propios del 
laboratorio para los parámetros de validación. 
i) Elaboración de la Documentación Respectiva 
j) Aprobación del Procedimiento y Declaración de método validado) 
k) Difundir / Distribuir y archivar la documentación conjuntamente con los registros en forma 
ordenada. 
 
La siguiente figura, muestra un esquema resumido del Procedimiento a seguir para la validación 
de los métodos DBO5, TPH, Aceites y Grasas. 
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1. Generación de 
Documentación I 
Procedimientos Normalizados 
Traducción de Normas APHA 
Fichas Técnicas de Materiales 
y Equipos 
Fichas Técnicas de Sustancias, 
Reactivos, Patrones Internos y 
Externos. 
Historial de Operaciones de 
cada Equipo 
2. Selección de materiales 
de Referencia Interno 
Los patrones internos son 
adquiridos con el fin de 
verificar el correcto 
funcionamiento de los 
equipos: 
 Respirométrico (DBO5) 
 Infracal TOG/TPH 
4. Rotulación de equipos y 
materiales de referencia 
Codificación de materiales y 
equipos de acuerdo al 
Manual de Calidad 
Selección y ubicación de los 
equipos y materiales dentro 
del laboratorio. 
Actualización de Fichas con 
la codificación y ubicación 
de materiales y equipos. 
5. Calibración de Equipos 
y Material Volumétrico 
Obtención de un valor de 
incertidumbre de equipos y 
material volumétrico, 
mediante su calibración por 
entidades certificadas 
(Centro de Metrología de 
las Fuerzas Terrestres e 
INEN) que proporcione 
resultados confiables. 
6. Puesta a Punto   
Experimental 
Ajustar y Afinar las distintas 
variables del método. 
Determinar las variables 
operativas críticas mediante 
las pruebas estadísticas t 
student y ANOVA. 
Verificar materiales de 
referencia internos.  
7. Generación de 
Documentación II 
Difusión interna del procedimiento 
Exámenes de cualificación de 
analistas 
Programas de Calibración, 
Verificación y Mantenimiento 
Actualización del Historial de 
Operaciones y de las fichas 
técnicas de los equipos. 
PROCEDIMIENTO PARA LA VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS DE ENSAYO DBO5, TPH, ACEITES Y GRASAS 
3. Revisión de 
Documentación 
Métodos Estandarizados 
APHA 5520 F 
APHA 5210 F  
APHA 5520   
Normas NTE-
ISO/IEC 17025:2005 
TPH 
DBO5 
Aceites y Grasas 
Criterios Generales 
de acreditación 
Manual de Calidad del DPEC 
Fig. 14  Procedimiento para la validación de los Métodos de Ensayo DBO5, TPH, Aceites y Grasas 
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8. Proceso de Validación 
Fijación de Objetivos para los 
parámetros de Validación 
Realizar tres ensayos de los 
parámetros de DBO5, TPH, 
Aceites y Grasas. Utilizando 
el material de referencia 
certificado en condiciones de 
repetibilidad y 
reproducibilidad. 
Tratamiento estadístico de los 
datos obtenidos. 
Tabulación de los Resultados 
Comparar los parámetros de 
validación calculados con los 
parámetros de validación 
fijados. 
Elaborar el informe 
9. Proceso de Intercomparación 
Solicitar el material de referencia 
adecuado para los diferentes 
parámetros en distintos rangos de 
trabajo. 
Enviar los resultados de acuerdo 
al formato recibido con los 
materiales de referencia. 
Recepción de resultados de 
Intercomparación, para determinar 
si cumple satisfactoriamente el 
valor verdadero del material de 
referencia. 
10. Generación de 
Documentación III  
Actualizar el informe de 
validación con los datos del 
proceso de Intercomparación  
Calculo de Incertidumbre y 
Exactitud. 
Establecimiento de los límites 
de control de proceso. 
Declaración del método 
validado. 
Documentar todo lo procesado 
Actualización del Historial de 
Operaciones, Fichas de 
equipos y materiales, 
Programa de calibración, 
verificación, mantenimiento,  
listado de materiales y 
equipos.  
11. Preparación de 
Documentación (Previo a 
Auditoría) 
Conformación de las carpetas 
para los tres métodos de 
ensayo.  
Procedimientos normalizados 
Fichas técnicas de equipos y 
materiales. 
Datos obtenidos de la puesta a 
punto experimental. 
ANOVA de la puesta a punto 
experimental. 
Exámenes de Cualificación a 
los analistas. 
Datos obtenidos de la 
Validación. 
ANOVA de Validación 
Informe de Validación 
Informe de Intercomparación 
Declaración del Método 
Validado. 
Continuación de la Figura 14. 
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4 DISEÑO EXPERIMENTAL Y CALCULOS 
 
 
4.1 Diseño experimental para cada método de ensayo en las diferentes matrices. 
 
Los diseños detallados a continuación resumen  los procedimientos analizados para determinar 
DBO5, Aceites y Grasas y TPH, en aguas y suelos. 
 
Tabla 9. Diseño experimental para la determinación de los diferentes parámetros de 
desempeño del método Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 
DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
 Condiciones de Repetibilidad 
Se trabajó utilizando como blanco el agua de dilución y cinco 
distintas concentraciones de estándar: 20, 100, 200, 600 y 800 mg/l 
DBO5 por triplicado.  
 Condiciones de Reproducibilidad 
Se trabajó utilizando como blanco el agua de dilución y cinco 
distintas concentraciones de estándar: 20, 100, 200, 600 y 800 mg/l 
DBO5 por 5 veces consecutivas. 
 Veracidad 
Se determinó el % de recuperación utilizando Material de Referencia 
Certificado, diariamente por triplicado; tomando como valor 
verdadero el proporcionado en el certificado de análisis y como valor 
experimental, la media de todos los valores obtenido, en condiciones 
de repetibilidad y reproducibilidad.  
MUESTRAS 
Se escoge muestras diferentes a las cuales se les añade Material de 
Referencia Interno, en los niveles de concentración determinados 
dentro del rango de trabajo. 
Muestras Fortificadas a diez niveles de concentración: 
Los niveles de concentración se determinaron de acuerdo a los datos 
históricos de los requerimientos del cliente: 
 1 Bajo, cercano al menor valor del Intervalo de Trabajo 
 2 Medios, valor medio del Intervalo de Trabajo  
 2 Altos, cercano al mayor valor del Intervalo de Trabajo. 
SUBMUESTRAS 
De cada muestra se obtiene tres submuestras, que se analizan por tres 
días diferentes cambiando diariamente de analista. Obteniéndose un 
total de 90 datos. 
LECTURA Concentración de la muestra en mg O2/l 
PROCESAMIENTO 
Se procesarán todo el conjunto de datos obtenidos tanto en 
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, para cada nivel de 
concentración. 
TRATAMIENTO 
ESTADISTICO 
Análisis de varianza simple de los resultados obtenidos para 
obtención de la precisión por niveles de concentración, del 
Intervalo de Trabajo e Incertidumbre asociada a cada nivel. 
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Tabla 10. Diseño experimental para la determinación de los diferentes parámetros de 
desempeño del método Aceites y Grasas en Agua 
 
DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
 Condiciones de Repetibilidad: 
Determinación de Aceites y Grasas a siete Niveles de 
Concentración (Siete Muestras Fortificadas), por triplicado en 
cada nivel. 
 Condiciones de Reproducibilidad: 
Determinación de Aceites y Grasas a siete Niveles de 
Concentración (Siete Muestras Fortificadas), por triplicado en 
cada nivel en tres días distintos. 
 Veracidad 
Determinación del % Recuperación utilizando Material de 
Referencia Certificado, diariamente por triplicado; tomando como 
valor verdadero el proporcionado en el certificado de análisis y como 
valor experimental, la media de todos los valores obtenidos, en 
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. 
MUESTRAS 
Se escoge muestras diferentes a las cuales se les añade Material de 
Referencia Interno, en los niveles de concentración determinados 
dentro del rango de trabajo. 
Muestras Fortificadas a siete niveles de concentración:  
Los niveles de concentración se determinaron de acuerdo a los datos 
históricos de los requerimientos del cliente: 
 3 Bajos, cercanos al menor valor del Intervalo de Trabajo 
 2 Medios, cercanos al valor medio del Intervalo de Trabajo  
 2 Altos, cercanos al mayor valor del Intervalo de Trabajo 
SUBMUESTRAS 
De cada muestra se obtiene tres submuestras, que se analizan por tres 
días diferentes cambiando diariamente de analista. Obteniéndose un 
total de 90 datos. 
LECTURA 
Peso del matraz de destilación 
Peso de la muestra + peso del matraz de destilación 
PROCESAMIENTO 
Se calcula la concentración (mg/l) de la muestra a partir del modelo 
matemático. 
Se procesaran todo el conjunto de datos obtenidos tanto en 
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, para cada nivel de 
concentración. 
TRATAMIENTO 
ESTADISTICO 
Análisis de varianza simple de los resultados obtenidos para 
obtención de la precisión por niveles de concentración. 
Obtención del Intervalo de Trabajo y de la Incertidumbre asociada a 
cada nivel. 
 
  
56 
 
Tabla 11. Diseño experimental para la determinación de los diferentes parámetros de 
desempeño del método Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH)  en Aguas y Suelo 
 
DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
 Condiciones de Repetibilidad: 
Determinación de TPH en aguas de cuatro Niveles de 
Concentración por triplicado en cada nivel. 
Determinación de TPH en suelos de cuatro Niveles de 
Concentración por triplicado en cada nivel. 
 Condiciones de Reproducibilidad 
Determinación de TPH en aguas de cuatro Niveles de 
Concentración por triplicado en cada nivel en tres días distintos. 
 Determinación de TPH en suelos de cuatro Niveles de 
Concentración por triplicado en cada nivel en tres días distintos. 
 Veracidad 
Determinación del % Recuperación utilizando Material de Referencia 
Certificado, diariamente por triplicado; tomando como valor verdadero 
el proporcionado en el Certificado de Análisis y como valor 
experimental, la media de todos los valores obtenidos, en condiciones 
de repetibilidad y reproducibilidad. 
MUESTRAS 
Se eligen cuatro muestras diferentes a las cuales se les añade 
Material de Referencia para que cumplan con los niveles de 
concentración para determinar TPH en Aguas 
 
Muestras Fortificadas a cuatro niveles de concentración:  
Los niveles de concentración se determinaron de acuerdo a los datos 
obtenidos durante los últimos años, así: 
 1 Bajo, cercanos al menor valor del Intervalo de Trabajo 
 1 Medios, cercanos al valor medio del Intervalo de Trabajo  
 2 Altos, cercanos al mayor valor del Intervalo de Trabajo 
Se eligen cuatro muestras diferentes a las cuales se les añade 
Material de Referencia para que cumplan con los niveles de 
concentración para determinar TPH en Suelos 
 
Muestras Fortificadas a cuatro niveles de concentración:  
Los niveles de concentración se determinaron de acuerdo a los datos 
obtenidos durante los últimos años, así: 
 1 Bajo, cercanos al menor valor del Intervalo de Trabajo 
 2 Medios, cercanos al valor medio del Intervalo de Trabajo  
 1 Alto, cercanos al mayor valor del Intervalo de Trabajo 
PROCESAMIENTO 
Se procesarán todo el conjunto de datos obtenidos tanto en 
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, para cada nivel 
de concentración. 
FUNCION DE 
RESPUESTA 
Se realiza la lectura de absorbancia de cada uno de los niveles de 
la curva de calibración del equipo nueve veces. Se calcula los 
niveles inferiores y superiores para la pendiente e intercepto. 
Se realiza diariamente una curva de calibración que debe estar 
dentro de los límites, esto permitirá hacer la corrección de los 
datos leídos en el equipo conjuntamente con el material de 
referencia. 
TRATAMIENTO 
ESTADISTICO 
Análisis de varianza simple de los resultados obtenidos para 
obtención de la precisión por niveles de concentración. 
Obtención del Intervalo de Trabajo y de la Incertidumbre 
asociada a cada nivel. 
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4.2. Diseño Estadístico 
 
La precisión del método se puede obtener calculando, a través del análisis simple de varianza 
ANOVA, las desviaciones estándar de repetibilidad (Sr) y de reproducibilidad (SR) para cada 
uno de los niveles de ensayo. 
 
Tabla 12. Tabla de  datos para el análisis simple de Varianza 
CADA NIVEL Días de determinación 
Observaciones 1 2 3 
1 C11 C21 C31 
2 C12 C22 C32 
3 C13 C23 C33 
 
Las medias de cada día están definidas por:  
3
C
3
1j
ij
i



C
          (17) 
La media general es:    
3
C
9
C3
9
C
C
3
1i
i
3
1i
i
3
1i
3
1j
ij 
              (18) 
Tabla 13. Modelo general para el Análisis Simple de la Varianza (ANOVA) 
 
Origen  
de la varianza 
Grados de 
libertad () 
Sumas de diferencias  
cuadráticas (SDC) 
Diferencias cuadráticas 
medias 
(DCM = SDC/) (varianzas) 
Entre grupos 
(Between) 
1 = 3-1=2 


3
1i
2
iB )CC3(SDC  
2
SDC
DCM BB   
Dentro del grupo 
(Within) 
2 = 9-3=6 

 

3
1i
3
1j
2
iijW )(CSDC C
 
6
SDC
DCM WW   
Total 
  = 9-1=8  
(= 2 + 6 ) 
)SDCSDC(
)C(CSDC
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3
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3
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2
ijT


   
8
SDC
DCM TT   
 
58 
 
4.3 Puesta a Punto Experimental 
 
4.3.1 Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5). Para el ensayo de la Determinación 
Respirométrica de la Demanda Bioquímica de Oxígeno se consideraron los siguientes aspectos:  
 Selección de Inóculo: Basándose en la información bibliográfica y la propia experiencia del 
laboratorio en ensayos anteriores, se seleccionó un inóculo del cual se conocía que poseía 
una alta carga bacteriana, proveniente del agua de chochos. La naturaleza del inóculo implica 
la necesaria presencia de microorganismos patógenos, como es el caso de las bacterias 
coliformes, las cuales han demostrado proveer resultados satisfactorios en estudios 
similares.tesis]  
 Verificación de calibración del pHmetro: Para asegurarse de que el pH de las muestras de 
ensayo serán 7  es necesario verificar el correcto funcionamiento del pHmetro, para ello se 
comprobó diariamente la calibración del mismo con soluciones de referencia estándar o 
“buffers” de calidad certificada y de reciente uso. 
 Verificación de la calibración de la incubadora: La temperatura de incubación es un factor 
decisivo y preponderante a la hora de obtener resultados reproducibles ya que este ensayo 
depende de la temperatura. Para constatar el funcionamiento del sistema, un termómetro 
calibrado fue colocado al interior de la incubadora para obtener un valor el cual debía 
coincidir con el valor registrado por la incubadora. 
 Verificación del correcto funcionamiento de todos los manómetros: Para ello se realizó 
un ensayo en el cual se emplearon todos los manómetros del sistema, a los mismos que se los 
identificó mediante la letra “D” y un número de manera ascendente “D1” hasta “D9” se 
preparó una solución estándar de DBO5 de concentración conocida, se colocó en cada una de 
las botellas con sus respectivos manómetros siguiendo el procedimiento descrito y se 
sometió a incubación por un período de cinco días a 20 ± 2°C de temperatura. 
 
4.3.2 Aceites y Grasas en agua. Para el ensayo de la Determinación de Aceites y Grasas se 
consideraron los siguientes aspectos:  
 Se adquirieron desecadores y desecante con indicador de coloración para cada uno de ellos. 
 Se adquirió el equipo de destilación, junto con matraces de destilación de capacidad de 100mL. 
 Se determinó que para el tarado de los matraces de destilación, el tiempo de secado es de 30 
minutos, así como el tiempo de enfriamiento es de 1 hora y 30 minutos. 
 Para determinar el tiempo adecuado de enfriamiento de los matraces de destilación en el 
desecador, se sacaron los matraces de la estufa y se colocaron en el desecador; se tomaron 
los pesos de los matraces cada 15 minutos de enfriamiento hasta la  estabilización del peso 
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del matraz de destilación. A partir de lo cual se determinó que el tiempo óptimo es de 3 horas 
con 30  minutos. 
 
4.3.3 Hidrocarburos totales de Petróleo (TPH) en agua y suelo. Para el ensayo de 
Hidrocarburos Totales de Petróleo por el método Infrarrojo se consideraron los siguientes 
aspectos: 
 Se analizó el efecto matriz en la determinación de TPH tanto para Agua natural, Agua residual y 
Suelos. 
 Se preparó diferentes concentraciones de material de referencia interno y se identificó rango de 
linealidad del método, por construcción de una gráfica de función respuesta instrumental. 
 Se realizó el replicado de la recta de calibración lineal en condiciones de repetibilidad y 
reproducibilidad. 
 Se determinó el grado de ajuste de la recta lineal así como los intervalos de confianza de los 
coeficientes de la recta. 
 Se estableció el límite de cuantificación y detección a partir de la recta de calibración lineal; así 
como el error típico.  
 Se determinó la influencia de las condiciones ambientales del laboratorio en la determinación de 
TPH en sus diferentes matrices. 
 
 
4.4 Descripción de Equipos y Material Volumétrico 
 
 
4.4.1 Codificación. A los Equipos Instrumentales y al Material Volumétrico se le debe asignar 
un código con la siguiente estructura: 
XX / YY / ZZ –AA / TT 
Donde: 
XX puede ser: 
 EI: Equipos Instrumentales 
 MV: Material Volumétrico 
 
YY indica una característica del equipo o material. 
 
ZZ Número correlativo dentro del área en el que se utiliza. 
 
AA área en el que se utiliza (P, G, A) 
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TT dos dígitos para indicar el número de accesorios o elementos que tiene el equipo. 
El equipo principal lleva 00. 
 
NOTA: Si el equipo no lleva accesorios o elementos, el código no contendrá estos dos dígitos. 
 
 
4.4.1.1 Identificación. El código asignado a un equipo debe ir marcado sobre él o sobre su 
envase, de forma indeleble o a través de una etiqueta que indique su descripción y el código 
asignado, salvo para el material volumétrico, en el que la identificación se realiza en su 
ubicación habitual. 
 
Las etiquetas de identificación (color blanco) deben contener: 
 
 
 
CÓDIGO: 
 
DESCRIPCION:  
ESTADO:   
FECHA DE 
CALIBRACION:  
FECHA PROXIMA 
CALIBRACION: 
LIMITACIONES DE USO: 
 
 
4.5 Descripción del material de referencia, reactivos, muestra fortificada y material de 
referencia interno 
 
 
 
4.5.1 Codificación. A los Materiales de Referencia, Patrones Químicos, y Reactivos se les debe 
asignar un código con la siguiente estructura: 
XX / YYY / ZZZ / A 
Donde: 
XX  será: 
MR  Material de Referencia 
MRI  Material de Referencia Interno 
MF Muestra Fortificada 
RE Reactivo 
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YYY Descripción del material de referencia, material de referencia interno o reactivo.  
ZZZ Número de lote del material de referencia, material de referencia interno o reactivo. 
 
Concentración preparada de la muestra fortificada. 
A Indica el área en la que se encuentra (A,G,P) 
 
 
4.5.1.1  Identificación. Los Materiales de Referencia, Materiales de Referencia Interno y 
Reactivos se identifican a través de una etiqueta de color blanco con el siguiente contenido: 
 
 
CÓDIGO: 
 
SUSTANCIA CONCENTRACION/UNIDADES 
FECHA DE PREPARACION:                  
FECHA DE CADUCIDAD:  
CONSERVACION:   
RESTRICCIONES DE USO:  
PRECAUCIONES:  
PREPARADO POR:  
 
 
Además de la etiqueta del fabricante, se coloca sobre el envase la siguiente información: 
 Fecha de apertura 
 Fecha de caducidad (Se añade si no consta en la etiqueta del fabricante) 
 Condiciones de conservación (Se añade si no consta en la etiqueta del fabricante) 
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4.6 Elección de Parámetros de Validación. Fijación de Objetivos 
 
 
 
Tabla 14. Fijación de objetivos de validación para Demanda Bioquímica de Oxígeno 
(DBO5) 
PARÁMETROS OBJETIVO DE VALIDACIÓN 
Selectividad/Especificidad 
 
Este método de ensayo es adecuado para la determinación de la 
Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) presente en aguas 
residuales y naturales. 
Si en la muestra existe presencia de bacterias nitrificantes es 
necesario agregar a la muestra el inhibidor de bacterias 
nitrificantes. 
  
Veracidad                    
(%Recuperación) 80 < %R < 120 en todos los niveles de concentración 
Repetibilidad 
CVr ≤ 15 % en todos los niveles de concentración 
Reproducibilidad 
CVR ≤ 15 % en todos los niveles de concentración 
Límite de Cuantificación 
 6mg/l 
Incertidumbre 
U ≤ 35 % (K=2) en todos los niveles de concentración 
Intervalo de Trabajo 
6– 2000 mg O2/L 
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Tabla 15. Fijación de objetivos de validación para Aceites y Grasas en Agua 
 
PARÁMETROS OBJETIVO DE VALIDACIÓN 
Selectividad/Especificidad 
Este método es adecuado para la determinación de Aceites 
y Grasas, presentes en aguas potable, de superficie y 
salinas, así como para aguas residuales domésticas e 
industriales. 
Limite de cuantificación 
0,8 mg/L 
Repetibilidad 
CVr ≤ 15% en todos los niveles de concentración 
Reproducibilidad 
CVR ≤ 15% en todos los niveles de concentración 
Veracidad (% Recuperación) 
80 < %R < 120 en todos los niveles de concentración 
Incertidumbre 
U ≤ 35 % (K=2) en todos los niveles de concentración 
Intervalo de Trabajo 
0,8 - 250 mg/l 
 
 
Tabla 16.  Fijación de objetivos de validación para Hidrocarburos Totales de Petróleo 
(TPH) en Aguas y Suelos 
 
PARÁMETROS OBJETIVO DE VALIDACIÓN 
Selectividad/Especificidad 
Este método de ensayo es adecuado para la determinación de los 
Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) presente en aguas 
residuales, naturales y suelos. 
Linealidad/ Función de 
Respuesta 
 Regresión Lineal. Grado de Ajuste r2 ≥ 0,995 
 Se determinarán los coeficientes de regresión y sus intervalos de 
confianza, Yo y m. 
 Se determinará la contribución de la Función de Respuesta a la 
incertidumbre (U) de cada nivel. 
Veracidad  
(% Recuperación) 
80 < %R < 120 en todos los niveles de concentración en Aguas y 
Suelos 
Repetibilidad 
CVr ≤ 15 % en todos los niveles de concentración 
Reproducibilidad 
CVR ≤ 15 % en todos los niveles de concentración 
Límite de Cuantificación Aguas: 6 mg/l 
Suelos: 60 mg/kg  
Límite de Detección Aguas: 1,890 mg/l 
Suelos: 18,90 mg/kg 
Incertidumbre 
U ≤ 35 % (K=2) en todos los niveles de concentración 
Intervalo de Trabajo Agua: 6 – 350 mg/l 
Suelo: 60-8000 mg/kg 
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4.7 Realización de ensayos. Datos experimentales  
 
 
4.7.1 Demanda Bioquímica de Oxígeno 
 
Tabla 17. Datos primarios para validación de la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 
 
Concentración            
(mg O2/l) 
Analista 1 Analista 2 Analista 3 
6 
7 6 6 
8 6 5 
6 7 7 
20 
20 20 21 
19 20 19 
19 19 20 
100 
21 19 21 
20 18 18 
20 20 21 
200 
38 41 40 
41 40 39 
40 40 41 
600 
31 32 30 
29 29 31 
30 30 31 
800 
39 40 40 
40 39 40 
38 40 39 
2000 
20 18 21 
19 21 20 
21 19 18 
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4.7.2  Aceites y Grasas 
 
Tabla 18. Datos de pesos obtenidos diariamente, durante la determinación de diferentes 
concentraciones de los Aceites y Grasas en agua 
 
Concentración (mg/l) 
Analista 1 Analista 2 Analista 3 
P2 (g)* P1 (g)* P2 (g)* P1 (g)* P2 (g)* P1 (g)* 
0,80 
62,9607 62,9594 63,2119 63,2112 62,4216 62,4209 
64,0459 64,0452 62,9592 62,9581 63,2138 63,2125 
62,4300 62,4295 64,0442 64,0436 62,4182 62,4176 
6,00 
62,9653 62,9581 62,4265 62,4209 62,4258 62,419 
63,2199 63,2125 62,9617 62,9563 63,2169 63,2112 
64,0511 64,0436 64,0456 64,0405 62,9687 62,9583 
10,00 
62,9660 62,9551 63,2172 63,2086 62,4315 62,4204 
64,0489 64,0418 62,9708 62,9594 63,2188 63,2111 
62,4255 62,4176 64,0567 64,0454 62,9704 62,9604 
25,00 
62,9854 62,9592 63,2371 63,2112 62,4441 62,4209 
64,0693 64,0452 62,9835 62,9594 63,2385 63,2113 
62,4458 62,4205 64,0654 64,0449 63,2342 63,2125 
80,00 
63,0327 62,9582 63,2892 63,2112 62,4951 62,4204 
64,1209 64,0389 63,0401 62,9588 63,2877 63,2106 
62,4878 62,4198 64,1199 64,0396 64,1166 64,0399 
100,00 
63,0622 62,9562 63,2966 63,2074 62,5215 62,4201 
64,1349 64,0399 63,0514 62,9588 63,3013 63,2094 
62,5201 62,4172 64,1368 64,0395 63,0538 62,9576 
250,00 
64,2813 64,0390 63,2149 62,9577 63,4611 63,2089 
62,6615 62,4197 64,2510 64,0392 63,2138 62,9575 
63,4700 63,2087 62,6578 62,4198 64,2829 64,0399 
 
Donde: 
P2(g)* Peso de la muestra + peso del matraz de destilación. 
P1(g)* Peso del matraz de destilación. 
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4.7.3  Hidrocarburos Totales de Petróleo 
 
 
4.7.3.1  Datos obtenidos de la función respuesta durante la puesta a punto 
 
Tabla 19. Datos obtenidos de las rectas de calibración construidas durante la puesta a 
punto del método de TPH 
 
Concentración (mg/l) 
Día 1 Día 2 Día 3 
Absorbancia (L) 
0,00 
0,00 0,00 0,00 
0,00 0,00 0,00 
0,00 0,00 0,00 
10,00 
8,000 6,000 7,000 
7,000 7,000 7,000 
8,000 8,000 8,000 
20,00 
16,000 15,000 15,000 
17,000 16,000 15,000 
16,000 15,000 17,000 
70,00 
57,000 57,000 59,000 
59,000 58,000 58,000 
58,000 57,000 59,000 
140,00 
109,000 109,000 110,000 
108,000 108,000 111,000 
110,000 109,000 109,000 
210,00 
165,000 165,000 168,000 
167,000 166,000 166,000 
166,000 165,000 165,000 
280,00 
214,000 214,000 213,000 
213,000 213,000 214,000 
212,000 213,000 213,000 
 
 
Tabla 20. Datos obtenidos de las rectas de calibración utilizadas diariamente durante la 
validación del método de TPH en agua 
 
Concentración (mg/l) 
Día 1 Día 2 Día 3 
Absorbancia (L) 
0,00 0,00 0,00 0,00 
10,00 7,000 7,000 8,000 
20,00 17,000 15,000 14,000 
70,00 59,000 59,000 58,000 
140,00 109,000 108,000 108,000 
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Continuación  Tabla 20  
210,00 166,000 166,000 165,000 
280,00 213,000 212,000 213,000 
 
 
Tabla 21. Datos primarios para validación de Hidrocarburos Totales de Petróleo en agua 
 
Concentración (mg/L) Analista 1 Analista 2 Analista 3 
7 
7,00 7,00 6,00 
6,00 7,00 7,00 
6,00 6,00 5,00 
10,00 
8,00 12,00 9,00 
9,00 10,00 11,00 
11,00 10,00 10,00 
20,00 
19,00 18,00 21,00 
22,00 22,00 20,00 
20,00 20,00 20,00 
30,00 
32,00 34,00 32,00 
31,00 30,00 31,00 
32,00 31,00 31,00 
90,00 
90,00 89,00 89,00 
89,00 90,00 93,00 
88,00 89,00 88,00 
130,00 
129,00 132,00 130,00 
129,00 131,00 129,00 
130,00 131,00 132,00 
350,00 
348,00 349,00 348,00 
348,00 350,00 349,00 
349,00 346,00 351,00 
MRC *  
40,7 
41,00 43,00 40,00 
42,00 37,00 43,00 
38,00 42,00 42,00 
  
*Material de Referencia Certificado 
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Tabla 22. Datos primarios para validación de Hidrocarburos Totales de Petróleo en suelos 
 
Concentración (mg/Kg) Analista 1 Analista 2 Analista 3 
60,00 
64,7549 58,7659 59,4884 
55,5042 58,5235 68,5602 
63,8337 64,7826 58,8178 
500,00 
488,340 469,025 511,978 
509,541 489,413 493,761 
498,058 519,173 509,105 
2500,00 
2439,020 2534,540 2488,51 
2502,74 2480,15 2529,750 
2478,68 2506,99 2487,76 
8000,00 
7681,560 8099,570 8519,910 
7824,570 7873,230 7790,650 
7451,300 8126,100 7742,050 
MRC* 
1180,00 
 
1286,54 1305,46 1409,51 
1371,68 1343,30 1258,16 
1390,60 1409,51 1314,92 
 
*Material de Referencia Certificado 
 
 
4.7.4.  CALCULOS  
 
 
4.7.4.1 Cálculo de la concentración de la Demanda Bioquímica de Oxígeno. En base al valor 
de la DQO se asignará un valor estimado de la DBO5, siendo éste por término medio del 60 al 
80% del valor obtenido de la DQO. 
 
Con el valor estimado se determina el volumen de ensayo según la siguiente tabla: 
 
 
Tabla 23. Volumen de muestra a analizar según la DBO5 esperada 
 
 
 
5 
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Los valores numéricos obtenidos tras los 5 días de incubación deben ser multiplicados por el 
correspondiente factor antes descrito, para así obtener el valor de la Demanda Bioquímica de 
Oxígeno de la muestra sometida a ensayo, así: 
Tabla 24. Ejemplo de tratamiento de resultados 
Volumen de muestra 250 ml 
Día Lectura del Manómetro Factor DBO (mgO2/l) 
1 15 5 75 
2 21 5 105 
3 33 5 165 
4 35 5 175 
5 37 5 185 
 
Cálculo modelo de la concentración de la Demanda Bioquímica de Oxígeno para la muestra 
MF/DBO/2000/A. Según la ecuación (19) 
 
𝐷𝐵𝑂5 = 𝐷𝐵𝑂𝑙𝑒𝑖𝑑𝑜 ∗ 𝑓𝑜𝑥𝑖𝑡𝑜𝑝 ∗ 𝑓𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛               (19) 
𝐷𝐵𝑂5 = 20
𝑚𝑔𝑂2
𝑙  𝐻𝑃𝑎
∗ 20𝐻𝑃𝑎 ∗ 5                                          (##) 
𝐷𝐵𝑂5 = 2000 𝑚𝑔𝑂2/𝑙                                      (##)  
 
Tabla 25. Resultados del cálculo de la concentración de la DBO5, en todos los niveles 
Concentración (mg O2/l) Analista 1 Analista 2 Analista 3 
6 
7 6 6 
8 6 5 
6 7 7 
20 
20 20 21 
19 20 19 
19 19 20 
100 
105 95 105 
100 90 90 
100 100 105 
200 
190 205 200 
205 200 195 
200 200 205 
600 
620 600 640 
580 620 600 
600 620 600 
800 
780 800 800 
800 780 800 
760 800 780 
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Continuación Tabla 25 
2000 
2000 1840 2080 
1920 2080 2000 
2080 1920 1840 
MRC* 
59,90 
60 70 65 
50 60 70 
55 65 65 
 
* Material de Referencia Certificado 
 
4.7.5 Cálculo de la concentración de Aceites y Grasas 
 
AyG = 
 A-B 
VM
∗ 1000               (20) 
 
Donde: 
AyG: concentración de aceites y grasas, mg/l 
A: peso del matraz de destilación + aceites y grasas, mg 
B: peso del matraz de destilación, mg 
VM: volumen de muestra, l 
 
Cálculo modelo de la concentración de Aceites y Grasas para la muestra MF/AyG/6/A 
 
AyG = 
 62,9653-62,9581 𝑔
1 (l)
∗ 1000𝑚𝑔 
 
𝐴𝑦𝐺 = 7,20 𝑚𝑔/𝑙 
 
Tabla 26. Resultados del cálculo de la concentración de Aceites y Grasas, en todos los 
niveles 
 
Concentración (mg/l) Analista 1 Analista 2 Analista 3 
0,80 
1,30 0,70 0,70 
0,70 1,10 1,30 
0,50 0,60 0,60 
6,00 
7,20 5,60 5,10 
7,40 5,40 5,70 
7,50 6,80 10,40 
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Continuación de la Tabla 26 
10,00 
10,90 8,60 11,10 
7,10 11,40 7,70 
7,90 11,30 10,00 
25,00 
26,20 25,90 23,20 
24,10 24,10 27,20 
25,30 20,50 21,70 
80,00 
 
74,50 78,00 80,30 
82,00 81,30 77,10 
68,00 74,70 76,70 
100,00 
106,00 89,20 101,40 
95,00 92,60 91,90 
102,90 97,30 96,20 
250,00 
242,30 257,20 252,20 
241,80 211,80 256,30 
261,30 238,00 243,00 
MRC* 
81 
86,60 77,80 76,20 
78,50 81,80 78,40 
84,10 79,70 73,90 
 
 
4.8 Tratamiento Estadístico 
 
Los cálculos que a continuación se describen  son un cálculo modelo del parámetro Aceites y 
Grasas para la muestra MF/AyG/6/A 
 
 
4.8.1 Precisión. La determinación de la precisión de un método se puede realizar, calculando a 
través del análisis simple de varianza (ANOVA de un factor), las desviaciones estándar de 
repetibilidad (Sr) y de reproducibilidad (SR) para cada uno de los niveles de ensayo. 
 
Tabla 27. Resumen del cálculo del valor medio de las determinaciones, para el nivel de 
6mg/l  en Aceites y Grasas 
 
Número de 
determinaciones 
DIA1 
mg/l 
DIA2 
mg/l 
DIA3 
mg/l 
Determinación 1 7,20 7,50 5,10 
Determinación 2 7,40 5,40 5,70 
Determinación 3 5,60 6,80 10,40 
Media 6,73 6,57 7,06 
Media general 6,79 
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4.8.1.1 Cálculo del valor medio de las determinaciones diarias 
 
Según la ecuación (8) 
 
𝐶 𝑖 =
7,20 + 7,40 + 5,60
3
 
𝐶 𝑖 = 6,73 𝑚𝑔/𝑙 
 
4.8.1.2 Cálculo de media general 
 
Según la ecuación (9) 
 
𝐶 =
6,73 + 6,57 + 7,06
3
 
𝐶 = 6,79 𝑚𝑔/𝑙 
 
4.8.1.3 Cálculo de la Suma de Diferencias Cuadráticas Dentro del Grupo “SDCW” 
 
                 (21)
  
    
 
𝑆𝐷𝐶𝑊 = (7,20 − 6,73)
2 + (7,40 − 6,73)2 + (5,60 − 6,73)2 
𝑆𝐷𝐶𝑊 = 1,95 
 
Tabla 28. Resumen del cálculo de Varianzas para el nivel de 6mg/l en Aceites y Grasas 
 
Número de 
determinaciones 
DIA1 
mg/L 
DIA2 
mg/L 
DIA3 
mg/L 
Determinación 1 7,20 7,50 5,10 
Determinación 2 7,40 5,40 5,70 
Determinación 3 5,60 6,80 10,40 
Media 6,73 6,57 7,06 
Sumatoria de 
diferencias al 
cuadrado 
1,95 2,29 16,85 
Varianza 0,97 1,14 8,42 
 
 

 

3
1i
3
1j
2
iijW )(CSDC C
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4.8.1.4 Cálculo del promedio de la Suma de Diferencias Cuadráticas Dentro del Grupo 
“DCMW” 
 
 
                 (22) 
 
𝐷𝐶𝑀𝑾 =
1,95
6
 
 
𝐷𝐶𝑀𝑊 =0,32 
 
 
4.8.1.4 Cálculo de la Suma de Diferencias Cuadráticas Entre Grupos “SDCB” 
 
 
                        (23) 
𝑆𝐷𝐶𝐵 = 3(6,73 − 6,79)
23(6,57 − 6,79)2 + 3(7,06 − 6,79)2 
𝑆𝐷𝐶𝐵 = 0,375 
 
 
4.8.1.5 Cálculo del promedio de la Suma de Diferencias Cuadráticas Entre Grupos “DCMB” 
 
                       (24) 
 
                
𝐷𝐶𝑀𝐵 =
0,375
2
 
𝐷𝐶𝑀𝐵 = 0,187 
 
 
4.8.1.6 Cálculo de la Desviación Estándar por Repetibilidad “Sr” 
 
Según la ecuación (13) 
𝑆𝑟 =  0,32 
𝑆𝑟 = 0,57 
 
 
grupos de número-datos de número
SDC
DCM WW 



3
1i
2
iB )CC3(SDC
1-grupos de número
SDC
DCM BB 
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4.8.1.7 Cálculo de Precisión Intermedia “SL” 
Según la ecuación (15) 
𝑆𝐿
2 =
0,187 − 0,32
3
 
𝑆𝐿
2 = −0,044 
 
 
4.8.1.8 Cálculo de la Desviación Estándar por Reproducibilidad “SR” 
Según la ecuación (14) 
𝑆𝑅 =  0,32 + 0 
𝑆𝑅 = 0,57 
 
 
4.8.1.9 Cálculo del Coeficiente de Variación de Repetibilidad “CVr” 
%𝐶𝑉𝑟 =
𝑆𝑟
𝐶 
∗ 100                            (25) 
%𝐶𝑉𝑟 =
0,57
6,79
∗ 100 
%𝐶𝑉𝑟 = 8,39 
 
Se sigue el mismo algoritmo de cálculo para el análisis de varianza de todos los métodos. 
 
 
4.9 Determinación de la linealidad de la función de respuesta 
 
Cálculo modelo de la determinación de los criterios de linealidad para la recta de calibración del 
método Hidrocarburos Totales de Petróleo. Los datos se ajustan a una recta cuya ecuación sigue 
el siguiente modelo: 
 
𝐿 = 𝑚𝑃 + 𝐿𝑜                             (26) 
 
Todos los parámetros relacionados se determinaron en una hoja de cálculo de Excel, de acuerdo 
a la siguiente tabla: 
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Tabla 29.  Determinación de los parámetros de linealidad para la recta de calibración, 
obtenida el primer día de la puesta a punto del método Hidrocarburos Totales de Petróleo 
(TPH) 
 
Variable Ecuación DIA 1 DIA 2 DIA 3 
Pendiente (m) 𝑚 =  
(𝑃𝑖 − 𝑃) ∗ (𝐿𝑖 − 𝐿 )
                
(𝐿𝑖 − 𝐿 )2
 0,768 0,770 0,770 
Intercepto (Lo) 𝐿𝑜 =
 𝐿𝑖 −𝑚 ∗  𝑃𝑖
𝑁
𝑖=1
𝑁
𝑖=1
𝑛
 1,385 0,743 1,292 
Coeficiente de 
Determinación (r
2
) 
𝑟2
=
 (𝑃𝑖 − 𝑃 )(𝐿𝑖 − 𝐿 )
  (𝑃𝑖 − 𝑃 )2 ∗  (𝐿𝑖 − 𝐿 )2
 
0,999 0,999 0,999 
Error Tipo de la 
Estimación de L (SL,P) 
𝑆𝐿,𝑃 =  
 (𝐿𝑖 − 𝐿 )2
𝑛
𝑖
𝑛 − 2
 2,454 2,166 2,694 
Error Tipo de la 
Estimación de P (SP,L) 
𝑆𝑃,𝐿 =
𝑆𝐿,𝑃
𝑚
 3,197 2,814 3,498 
Desviación Estándar de 
Pendiente 
𝑆𝑚 =
𝑆𝐿,𝑃
  (𝑃𝑖 − 𝑃 )2
 0,005 0,005 0,006 
Desviación Estándar de 
Intercepto (SLo) 
𝑆𝐿𝑜 = 𝑆𝐿,𝑃 
 𝑃𝑖
2𝑛
𝑖
 (𝑃𝑖 − 𝑃 )2
 0,770 0,679 0,845 
Intervalos de Confianza 
para Pendiente 
𝐼𝐶𝑚𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 = 𝑚− 𝑆𝑚 ∗ 𝑡 
𝐼𝐶𝑚𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 = 𝑚 + 𝑆𝑚 ∗ 𝑡 
0,756 
0,779 
0,760 
0,780 
0,758 
0,783 
Intervalos de confianza 
para Intercepto 
𝐼𝐶𝐿𝑜𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 = 𝐿𝑜 − 𝑆𝐿𝑜 ∗ 𝑡 
𝐼𝐶𝐿𝑜𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 = 𝐿𝑜 + 𝑆𝐿𝑜 ∗ 𝑡 
-0,263 
3,033 
-0,711 
2,197 
-0,522 
3,105 
t de student Calculada con 95,45% 2,140 2,140 2,146 
Límite de Detección 𝐿𝐷 =
  𝐿𝑜 + 𝑡 ∗ 𝑆𝐿𝑜 − 𝐿𝑜 
𝑚
 2,147 1,890 2,355 
Límite de 
Cuantificación 
𝐿𝐶 =
  𝐿𝑜 + 𝑡 ∗ 𝑆𝐿𝑃 − 𝐿𝑜 
𝑚
 6,843 6,024 7,506 
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De acuerdo a los datos estadísticos obtenidos se establecen los rangos para pendiente e 
intercepto, que deberán cumplir las curvas de validación diarias. 
 
Tabla 30. Verificación de recta para la validación 
 
 
m m máx m min Lo Lomax Lomin 
DIA 1 0,768 0,779 0,756 1,385 3,033 -0,263 
DIA 2 0,770 0,780 0,760 0,743 2,197 -0,711 
DIA 3 0,770 0,783 0,758 1,292 3,105 -0,522 
CONJUNTO 0,769 0,783 0,756 1,140 3,105 -0,711 
 
 
Se realiza una curva de calibración diaria durante los días de la Validación, estas curvas deberán 
cumplir los objetivos planteados anteriormente, y finalmente se fijará la mejor curva para 
determinar los diferentes parámetros en las diferentes matrices. 
 
Tabla 31. Rectas de calibración. Validación 
 
Concentración (x), 
mg/l 
Día 1 
Absorbancia (y) 
Día 2 
Absorbancia (y) 
Día 3 
Absorbancia (y) 
10 7,000 7,000 8,000 
20 17,000 15,000 14,000 
70 58,000 58,000 58,000 
140 109,000 107,000 108,000 
210 166,000 165,000 165,000 
280 214,000 214,000 213,000 
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Gráfico 1. Absorbancia en función de concentración de la puesta a punto 
 
 
 
Gráfico 2. Absorbancia en función de la concentración-validación 
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Tabla 32. Estadísticos – Estimación Lineal en Validación 
 
Estimación Lineal Ecuación DIA 1 DIA 2 DIA 3 
Pendiente (m) 𝑚 =  
(𝑃𝑖 − 𝑃) ∗ (𝐿𝑖 − 𝐿 )
                
(𝐿𝑖 − 𝐿 )2
 0,770 0,770 0,768 
Intercepto (Lo) 𝐿𝑜 =
 𝐿𝑖 −𝑚 ∗  𝑃𝑖
𝑁
𝑖=1
𝑁
𝑖=1
𝑛
 1,261 0,560 0,779 
Coeficiente de 
Determinación (r
2
) 
𝑟2
=
 (𝑃𝑖 − 𝑃 )(𝐿𝑖 − 𝐿 )
  (𝑃𝑖 − 𝑃 )2 ∗  (𝐿𝑖 − 𝐿 )2
 
0,999 0,999 0,999 
Error Tipo de la 
Estimación de L (SL,P) 
𝑆𝐿,𝑃 =  
 (𝐿𝑖 − 𝐿 )2
𝑛
𝑖
𝑛 − 2
 2,491 2,424 2,610 
Error Tipo de la 
Estimación de P (SP,L) 
𝑆𝑃,𝐿 =
𝑆𝐿,𝑃
𝑚
 3,235 3,148 3,399 
t de student Calculada con 95,45% 2,658 2,649 2,649 
Grados de Libertad g.l = n-2 5 5 5 
 
 
Tabla 33. Análisis para fijar la recta de calibración 
 
Concentración (x)  
mg/l 
Absorbancia (y) 
Concentración estimada 
mg/l 
% Recuperación 
10,000 7,000 7,452 74,52 
10,000 7,000 9,663 96,63 
10,000 8,000 8,102 81,02 
20,000 17,000 20,437 102,19 
20,000 15,000 21,351 106,76 
20,000 14,000 21,124 105,62 
70,000 58,000 73,677 105,25 
70,000 58,000 74,598 106,57 
70,000 58,000 74,516 106,45 
140,000 109,000 139,902 99,93 
140,000 107,000 140,832 100,59 
140,000 108,000 140,931 100,67 
210,000 166,000 213,918 101,87 
210,000 165,000 214,858 102,31 
210,000 165,000 213,858 101,84 
280,000 214,000 276,248 98,66 
280,000 214,000 277,195 99,00 
280,000 213,000 277,668 99,17 
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Al ser los puntos de menor concentración los más críticos, se fija la recta de calibración del 
segundo día ya que cumple con los límites del porcentaje de recuperación. 
 
y = 0,77x + 0,5596                           (27) 
 
4.10 Preparación de la muestra fortificada. 
 
 
Al no contar con muestras para cada uno de los niveles propuestos para la validación, se realiza 
la fortificación de la muestra de la siguiente manera: 
 Se realiza la lectura de la concentración inicial de la muestra a utilizar por tres veces, 
después se debe obtener el promedio, mg/L. 
 Se obtiene la diferencia entre la concentración de la muestra fortificada y el promedio de la 
muestra, mg/L. 
 Con la ecuación que se detalla a continuación se determina el volumen del Material de 
Referencia a añadir para obtener la concentración de la muestra fortificada deseada. 
 
𝑉𝑀𝑅 =
𝑄𝑀𝐹 ∗𝑉𝑎𝑓
𝑄𝑀𝑅
                                                                                                             (28) 
 
Donde: 
QMF = Concentración de la muestra fortificada, mg/l 
QMR = Concentración del Material de Referencia, mg/l 
VMR = Volumen del Material de Referencia, ml 
Vaf = Volumen de aforo, ml 
 
4.10.1 Cálculo modelo para la determinación de la muestra fortificada de 10mg/l en 
Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH). Antes de llevar a cabo la realización de los ensayos 
en cada una de las muestras, se procedió de la siguiente manera: 
Tabla 34. Concentración inicial de la muestra para TPH 
 
Número de determinaciones Concentración, mg/l 
1 7 
2 6 
3 7 
Promedio, mg/l 6,667 
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Tabla 35. Concentración a añadir a la muestra para TPH 
 
Concentración MF, mg/l 10 
Concentración inicial, mg/l 6,667 
Concentración a añadir, mg/l 3,333 
 
Al aplicar la ecuación (28)  
 
𝑉𝑀𝑅 =
3,33𝑚𝑔/𝑙 ∗ 500𝑚𝑙
76,2𝑚𝑔/𝑙
 
𝑉𝑀𝑅 = 21,85 𝑚𝑙 
 
De acuerdo al cálculo realizado, el volumen a añadir del Material de Referencia es de 21,85 ml 
a la  Muestra de Concentración inicial de 6,667 mg/l, para obtener una Muestra Fortificada de 
10mg/l. 
 
4.11  Veracidad 
 
 
4.11.1 Veracidad para Material de Referencia Certificado 
 
%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑋𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜              
𝑋𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑜
∗ 100                                                                                         (29) 
% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
40,889
40,7
 
%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 = 100,46 
 
4.12 Estimación de la Incertidumbre del Método 
 
 
4.12.1 Estimación de la Incertidumbre del método de Aceites y Grasas. Con referencia a los 
métodos gravimétricos, se presenta un cálculo modelo para el método de Aceites y Grasas en la 
muestra MF/6/AyG/A 
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Con el fin de establecer todas las contribuciones a la Incertidumbre de medida, se realiza los 
siguientes diagramas de Ishikawa: 
 
Figura 15.  Diagrama de Ishikawa para la incertidumbre del método AyG 
 
 
 
 
 
Figura 16. Diagrama de Ishikawa para la incertidumbre de la Muestra Fortificada 
 
Con el fin de establecer todas las contribuciones a la incertidumbre de medida, a continuación se 
detalla el procedimiento aplicado para la determinación de Aceites y Grasas: 
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La siguiente ecuación define la forma de determinar la incertidumbre estándar, aplicando 
INCERTIDUMBRES RELATIVAS,  debido a que las variables que contribuyen a la 
incertidumbre tienen diferentes unidades: 
 
uAyG
AyG
 =  
 uAyGcalculado
2
AyG
2 + 
 uMuestra fortificada
2
MF
2 + 
 ureproducibilidad
2
AyG
2             (30) 
 
uAyG = AyG 
 uAyGcalculado
2
AyG
2 + 
 uMuestra fortificada
2
MF
2 + 
 ureproducibilidad
2
AyG
2           (31) 
 
Donde: 
uAyG = Incertidumbre estándar de Aceites y Grasas, mg/L 
AyG = Promedio de concentración de Aceites y Grasas en cada nivel, mg/L 
uAyGcalculo
= Incertidumbre estándar de Aceites y Grasas calculados, mg/L 
uMuestra fortificada =  Incertidumbre estándar de la Muestra fortificada, mg/L 
MF= Valor de concentración de la muestra fortificada, mg/L  
uReproducibilidad =  Incertidumbre estándar de reproducibilidad, mg/L 
 
La siguiente ecuación define la forma de determinar la Incertidumbre Total Expandida de 
Aceites y Grasas: 
 
U = 2 uAyG +   Correcciones no Aplicadas              (32) 
 
4.12.1.1 Cálculo de la Incertidumbre Estándar de Aceites y Grasas calculados. Para no 
considerar doble aporte por el pesaje, simplificamos la Ecuación 13 por la siguiente: 
 
AyG = 
P
VM
 
 
Donde: 
 
P = A – B 
 
(33) 
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Debido a que la determinación de Aceites y Grasas es de forma indirecta hay que calcular los 
coeficientes de sensibilidad, de la siguiente manera: 
 
 
u2AyGcalculado
 =  Ci
2n
i=1  u
2(xi)                                                                  (34) 
 
uAyGcalculado
 =   CP*u(balanza) 
2
+  CVM*u(VM)
 
2
                                                  (35) 
 
CP y CVM = Coeficientes de Sensibilidad 
 
Coeficientes de Sensibilidad (Ci): 
 
CP =  
∂STS
∂P
 
VM
= 
1
VM
                                                                                                          (36) 
 
CVM  =  
∂STS
∂VM
 
P
= -
P
VM
2               (37) 
 
 
Donde: 
 
∂STS
∂P
 
VM
 =  Coeficiente de Sensibilidad de Aceites y Grasas con respecto a P. 
 
∂STS
∂VM
 
P
  =  Coeficiente de Sensibilidad de Aceites y Grasas con respecto a VM. 
 
𝐶𝑝 =
1
1
 
 
𝐶𝑝 = 1 
 
𝐶𝑉𝑀 = −
6,79
12
 
 
𝐶𝑉𝑀 = −6,79 
 
 
 Cálculo de la incertidumbre estándar de la Balanza 
 
ubalanza =  ucalibración2+uresolución2+uderiva2                                                        (38) 
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 Incertidumbre de Calibración 
 
u calibración  = 
U
k
                                                                                  (39) 
Donde: 
U = Se obtiene del Certificado de Calibración de la Balanza, g 
k = Factor de Cobertura, 2 a un nivel de confianza del 95,45%  
u calibración  = 
0,0001
2
 
u calibración  = 0,00005 g 
 
 Incertidumbre de Resolución 
 
u resolución  = 
Especificación del Fabricante
 3
                                                                       (40) 
 
Donde: 
Especificación del Fabricante: Se considera la Resolución de la Balanza, g 
u resolución  = 
0,0001
 3
 
u resolución  = 0,00006 g 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
u(deriva) = 
 Cn− Cn−1 max
 3
                           (41) 
Donde: 
Cn  = Corrección del certificado de calibración n, g 
Cn−1 = Corrección del certificado de calibración n-1, g 
u(deriva) = 
 0,0003 − 0,0001 max
 3
 
u(deriva) = 0,0001 g 
Según la ecuación (31) 
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ubalanza =  (0,00005)2+(0,00006)2+(0,00012)2 
ubalanza = 0,00014 
 
Ubalanza = 2ubalanza +  Corrección no Aplicada Balanza                                    (42) 
Ubalanza = 2(0,00014) +  0,0003 Balanza  
Ubalanza = 0,00058 g 
 
ubalanza =
Ubalanza
2
                                                                                    (43) 
ubalanza =
0,00058
2
 
ubalanza = 0,0029 g = 0,29 mg 
 
 Cálculo de la incertidumbre estándar del volumen de la muestra 
 
uVM= ucalibración
2+uresolución
2 + uderiva
2                                     (44) 
 
 Incertidumbre de Calibración 
 
Según la ecuación (32) 
 
u calibración  = 
0,122
2
   
                                            
u calibración  = 0,061 mL 
 
 Incertidumbre de Resolución 
 
u resolución  = 
Especificación del Fabricante
2 3
                                                          (45) 
 
Donde: 
Especificación del Fabricante: Se considera la Resolución de la probeta, mL 
u resolución  = 
5
2 3
 
u resolución  = 4,3301 mL 
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 Incertidumbre de Deriva 
 
Según la ecuación (41) 
u(deriva) = 
 1,945−2,289 max
 3
                                               
u(deriva) = 0,1986 mL 
Según la ecuación (44) 
uVM= (0,061)
2+(4,3301)2 + (0,1986)2 
uVM=4,335 mL 
Según la ecuación (42) 
UVM = 2(4,335) +  1,945 probeta                                  
 UVM = 10,6152 mL         
Según la ecuación (43)      
uVM =
10,6152
2
            
                                                               
   uVM = 5,3076 mL   
 
Reemplazando los valores de los coeficientes de sensibilidad, Cp y CvM, en la Ecuación 28 se 
tiene lo siguiente: 
uAyGcalculado
 =  (
1
VM
)*u(balanza) 
2
+  (-
P
VM
2 )*u
(VM)
 
2
                                                      (46) 
uAyGcalculado
 =   (1)*0,29 2+  (-6,79)*5,3076  
2
 
 
uAyGcalculado
 = 0,29 mg/L 
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Tabla 36. Incertidumbre debida al cálculo de la concentración de los Aceites y Grasas, 
determinado a todos los niveles 
Concentrac
ión   mg/L 
Pmedio, 
mg 
CP    
(1/L) 
CVM   
mg/L2 
(CP*ubalanza)     
mg/L 
(CVM*uvM
)                 
mg/L 
ucálculo  
(mg/L) 
ucálculo 
0,83 0,833 
1 
-0,833 
0,2884437 
-0,004 0,288 0,346 
6,79 6,789 -6,788 -0,036 0,290 0,042 
9,56 9,556 -9,555 -0,050 0,292 0,030 
24,24 24,244 -24,244 -0,128 0,315 0,013 
76,96 76,956 -76,955 -0,408 0,500 0,006 
96,94 96,944 -96,944 -0,514 0,589 0,006 
244,88 244,878 -244,877 -1,299 1,331 0,005 
 
4.12.1.2   Cálculo de la Incertidumbre por  Reproducibilidad 
 
ANOVA → REPRODUCIBILIDAD  → SR  
uR =  
SR
 n
                                        (47) 
Donde:  
 
SR = Desviación estándar por Reproducibilidad, mg/L 
n = número de repeticiones 
 
𝑢𝑅 =
0,737
 9
 
𝑢𝑅 = 0,246 𝑚𝑔/𝐿 
 
Tabla 37. Incertidumbre debida a la reproducibilidad del método para la determinación 
de Aceites y Grasas 
Nivel 
Concentración     
mg/L 
SR                
mg/L 
u reproducibilidad 
(mg/L)  
1 0,83 0,115 0,038 
2 6,79 0,737 0,246 
3 9,56 0,726 0,242 
4 24,24 1,431 0,477 
5 76,96 5,138 1,713 
6 96,94 3,678 1,226 
7 244,88 7,069 2,356 
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4.12.1.3 Cálculo de la Incertidumbre Estándar de la preparación de la muestra fortificada. 
 
uMF =   udilución
2 + uCi
2                                          (48) 
  
Donde: 
 
uCi
2  = Incertidumbre estándar de la concentración inicial de la muestra, mg/l 
   
 Cálculo de la incertidumbre estándar del material de referencia 
 
uMR =
UMR
k
                          (49) 
 
Donde: 
k = Factor de Cobertura 
 
 Cálculo de la incertidumbre estándar de la dilución del material de referencia para 
preparar la muestra fortificada. 
 
Tomar en cuenta que se prepara únicamente la concentración que se va añadir a la muestra 
inicial.  
 
QMF =
QMR VMR
VMF
                                      (50) 
 
Donde: 
QMF  = Concentración de la muestra fortificada, mg/l 
QMR   = Concentración del material de referencia, mg/l 
VMF   = Volumen de la muestra fortificada, mL 
VMR   = Volumen del material de referencia, mL 
 
u2dilución =  Ci
2n
i=1  u
2(xi)                                                                             (51) 
 
udilución =   CQMR *u(MR) 
2
+  CVMR *u(probeta) 
2
+  CVMF *u(balón) 
2
                       (52) 
 
CQMR, CVMR y CVMF = Coeficientes de Sensibilidad 
 
Coeficientes de Sensibilidad (Ci): 
CQMR  =  
∂QMF
∂QMR
 
VMR ,VMF
= 
VMR
VMF
                              (53) 
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CVMR  =  
∂QMF
∂VMR
 
QMR ,VMF
= 
QMR
VMF
             (54) 
 
CVMF  =  
∂QMF
∂VMF
 
QMR ,VMF
= -
QMR*VMR
VMF
2              (55) 
 
 
Donde: 
 
 
∂QMF
∂QMR
 
VMR ,VMF
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
QMR. 
 
∂QMF
∂VMR
 
QMR ,VMF
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
VMR. 
 
∂QMF
∂VMF
 
QMR ,VMF
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
VMF. 
 
𝐶𝑄𝑀𝑅 =
0,040
1
 
𝐶𝑄𝑀𝑅 = 0,040 
𝐶𝑉𝑀𝑅 =
8,99𝑚𝑔/𝐿
1 𝐿
 
𝐶𝑉𝑀𝑅 = 8,99 𝑚𝑔/𝐿
2 
 
𝐶𝑉𝑀𝐹 = −
8,99 ∗ 0,040
12
 
𝐶𝑉𝑀𝐹 = −0,3596 𝑚𝑔/𝐿
2 
 
Reemplazando los valores de los coeficientes de sensibilidad, CQMR, CVMR y CVMF, en la 
Ecuación (45) se tiene lo siguiente: 
 
udilución =   
VMR
VMF
 ∗ uMR 
2
+   
QMR
VMF
 ∗ uprobeta  
2
+   −
u(bal ón )∗QMR*VMR
VMF
2  
2
                  (56) 
𝑢𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖 ó𝑛 =  ( 0,250 ∗ 0,087)2 + ( 8,99 ∗ 0,00010)2 + ( −0,3596 ∗ 0,00015)2          
𝑢𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖 ó𝑛 = 0,003 𝑚𝑔/𝐿 
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 Cálculo de la incertidumbre estándar de la concentración inicial de la muestra 
 
uCi =
SCi
 n
                                       (57) 
 
 
Donde:  
 
SCi = Desviación estándar de la concentración inicial de la muestra, mg/L 
n = Número de determinaciones de la concentración inicial de la muestra. 
 
uCi =
0,00
 3
 
 
uCi = 0,00 mg/L 
 
 
Tabla 38. Incertidumbre debida a la concentración inicial de la muestra de Aceites y 
Grasas 
 
MUESTRA 1 2 3 
Lectura 1 (mg/L) 0,1 0,2 0,1 
Lectura 2 (mg/L) 0,1 0,2 0,1 
Lectura 3 (mg/L) 0,1 0,1 0,2 
Promedio 0,10 0,17 0,13 
Desviación estandar 0,000 0,06 0,06 
𝑆𝐶𝑖
 𝑛
 
 
0,000 0,033 0,033 
 
uMF =   0,003 2 +  0,000 2 
 
𝑢𝑀𝐹 = 0,003𝑚𝑔/𝐿 
 
4.12.1.4 Cálculo de la Incertidumbre Estándar del material volumétrico utilizado en el ensayo 
 
umaterial  volum étrico =  
upipeta  1
2
Vpipeta  1
2                                (58) 
 
 
 Incertidumbre estándar de la pipeta 1mL 
 
upipeta =  ucalibraci ón 2 + uresoluci ón 2 + uderiva 2                          (59) 
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 Incertidumbre de Calibración 
 
Según la ecuación (39) 
 
u calibración  = 
0,003
2
                    
                               
u calibración  = 0,002 mL 
 
 Incertidumbre de Resolución 
 
Según la ecuación (40) 
 
u resolución  = 
0,01
2 3
                                                    
 
u resolución  = 0,009 mL 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
Según la ecuación (41) 
 
u(deriva) = 
 −0,226− 0,222 max
 3
    
                          
u(deriva) = 0,001 mL 
 
Según la ecuación (52) 
 
upipeta =  (0,002)2 + (0,009)2 + (0,001)2 
 
upipeta = 0,009 mL 
 
 
Upipeta  1mL  = 2upipeta  1mL +  Corrección no aplicada pipeta 1mL                       (60) 
Upipeta  1mL  = 2(0,009)+  −0,226 pipeta 1mL             
Upipeta  1mL = 0,020 mL        
 
upipeta  1mL =
Upipeta  1mL
2
                         (61) 
upipeta  1mL =
0,020
2
 
upipeta  1mL = 0,010 mL 
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4.12.1.5 Correcciones no Aplicadas. Las correcciones fueron aplicadas al inicio del cálculo, 
según cada caso. Por tanto, las correcciones no aplicadas solo estarían dadas por: 
 
 
  Correcciones no Aplicadas =  C obtenido − Cverdadero  bias                                   (62) 
 
Donde: 
C obtenido : Promedio de la concentración obtenida, mg/L 
 
Cverdadero : Concentración verdadera, mg/L 
 
  Correcciones no Aplicadas =  6,79 − 6 bias  
  Correcciones no Aplicadas = 0,79 mg/L 
 
 
Finalmente se estima la incertidumbre del método, según la ecuación (24) 
 
uAyG = 6,79mg/L 
 (0,043mg/L)
2
(6,79mg/L)
2
+ 
(0,001𝑚𝑔/𝐿)2
(6mg/L)2
+ 
 (0,246mg/L)
2
(6,79mg/L)
2
 
 
𝑢𝐴𝑦𝐺 =
0,38𝑚𝑔
𝐿
 
 
 
𝑈𝐴𝑦𝐺 = 2 0,38 + 0,79 
 
𝑈𝐴𝑦𝐺 = 2,09
𝑚𝑔
𝐿
 
 
 
%𝑈𝐴𝑦𝐺 =  
2,09
6,79
 ∗ 100 
 
%𝑈𝐴𝑦𝐺 = 30,80     
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Tabla 39. Incertidumbre para la determinación de Aceites y Grasas a todos los niveles 
 
Nivel  
Concentracion  
mg/L 
Uc, mg/L 
U exp.  
mg/l 
%U 
1 0,83 0,30 1,94 232,59 
2 6,79 0,38 2,09 30,80 
3 9,56 0,41 2,16 22,59 
4 24,24 0,70 2,74 11,30 
5 76,96 2,21 5,75 7,47 
6 96,94 2,13 5,59 5,77 
7 244,88 4,95 11,23 4,58 
 
 
4.13  Estimación de la incertidumbre del método de Hidrocarburos Totales de Petróleo 
(TPH).  
 
Con referencia a los métodos Instrumentales, se presenta un cálculo modelo para el método de 
TPH. 
 
Con el fin de establecer todas las contribuciones a la incertidumbre de medida, se construyeron 
los siguientes diagramas de Ishikawa: 
 
Figura 17. Diagrama de Ishikawa para el cálculo de la incertidumbre del método TPH 
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Figura 18. Diagrama de Ishikawa para la preparación del material de referencia Interno 
  
 
Figura 19. Diagrama de Ishikawa para la preparación de la muestra fortificada 
 
Con el fin de establecer todas las contribuciones a la incertidumbre de medida, a continuación se 
detalla el procedimiento aplicado para su determinación: 
 
La siguiente ecuación define la forma de estimar la incertidumbre estándar del ensayo de TPH, 
aplicando INCERTIDUMBRES RELATIVAS, debido a que las variables que contribuyen a 
la incertidumbre tienen diferentes unidades: 
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uTPH
TPH
 =  
 uequipo
2
TPH2
+ 
 uMuestra fortificada
2
MF2
+
uVM
2  
VM 2
+
ubalanza
2  
peso 2
+
 ureproducibilidad
2
TPH2
                              (63) 
uTPH = TPH 
 uequipo
2
TPH2
+
 uMuestra fortificada
2
MF2
+
uVM
2  
VM 2
+
ubalanza
2  
peso 2
+
 ureproducibilidad
2
TPH2
                          (64) 
Donde: 
uTPH= Incertidumbre estándar de determinación de TPH, mg/L 
TPH = Concentración de TPH en cada nivel, mg/L 
uequipo= Incertidumbre del equipo, mg/L 
uVM = Incertidumbre estándar de volumen de muestra, mL 
V = Volumen del material volumétrico, mL 
uMuestra fortificada =  Incertidumbre estándar de la Muestra fortificada, mg/L 
MF= Valor de concentración de la muestra fortificada, mg/L  
uReproducibilidad =  Incertidumbre estándar de reproducibilidad, mg/L 
uBalanza : Incertidumbre estándar de la Balanza ocupada para la extracción de Suelos.  
Peso: peso inicial del suelo para la extracción en Suelos. 
 
La siguiente ecuación define la forma de determinar la Incertidumbre Total Expandida de los 
Hidrocarburos Totales de Petróleo: 
U = 2 uTPH +   Correcciones no Aplicadas              (65) 
 
4.13.1 Estimación de la Incertidumbre estándar por Reproducibilidad. Cálculo modelo para la 
concentración de 10mg/L 
 
 
SR → REPRODUCIBILIDAD → ANOVA 
 
u Reproducibilidad  = 
SR
 n
                      (66) 
 
Donde:  
SR = Desviación estándar por Reproducibilidad, mg/L o mg/kg 
n = número de repeticiones 
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u Reproducibilidad  = 
0,900
 9
 
 
u Reproducibilidad  = 0,300 mg/L 
 
 
 
Tabla 40. Incertidumbre debida a la reproducibilidad del método de TPH 
 
Nivel 
Concentración     
mg/L 
SR                
mg/L 
u 
Reproducibilidad 
mg/L  
1 10 0,9000 0,300 
2 20,222 1,4907 0,497 
3 31,556 1,2910 0,430 
4 89,444 1,6667 0,556 
5 130,333 1,2910 0,430 
6 348,667 1,5275 0,509 
7 6,333 0,7454 0,248 
 
 
4.13.2 Estimación de la Incertidumbre de Estándar del Equipo 
 
uequipo =   u(cal) 
2
+  u(resolución) 
2
                    (67) 
 
 Estimación de la Incertidumbre de Calibración del Equipo 
 
ucal =   u(FR) 
2
+  u(resolución) 
2
+ u(MRI) 
2
                                          (68) 
 
 Incertidumbre de la Función Respuesta 
 
uFR =
 Cestimada - Cverdadera 
máx
 3
                  (69) 
 
Donde: 
Cestimada: concentración estimada de cada nivel de la recta de calibración, mg/L  
Cverdadera: concentración verdadera de cada nivel de la recta de calibración, mg/L 
 
Cálculo modelo  para el punto de calibración de 20mg/L. 
 
 
uFR =
 22,783 - 20 máx
 3
 
 
uFR =1,66 mg/L 
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 Incertidumbre de la Resolución 
 
u resolución  = 
Especificación del Fabricante
2 3
                                   (70) 
 
Donde: 
Especificación del Fabricante: Se considera la Resolución del Espectrofotómetro Infracal 
TOG-TPH, Abs. 
u resolución  = 
1
2 3
 
 
u resolución  = 0,2887 Abs 
 
 
 
4.13.3 Incertidumbre de la preparación del Material de Referencia Interno para Calibración 
 
uMRI = udilución
2 + uCi
2  
 
 Incertidumbre de la Solución Patrón 
 
Ci =
m i∗%pureza
Vaforo
                                                         (71) 
 
Donde: 
 
Ci = Concentración preparada del patrón, mg/L 
mi = Valor pesado del patrón, g 
Vaforo = Volumen de aforo, mL 
%pureza = Pureza del patrón, % 
 
uci = Cci  
u(balanza )
m i
 
2
+  
u(matraz )
Vmatraz
 
2
                         (72) 
 
 Incertidumbre estándar de la Balanza 
 
ubalanza =  ucalibraci ón 2 + uresoluci ón 2 + uderiva 2            (73) 
    
 
 
 
98 
 
 Incertidumbre de Calibración 
 
u calibración  = 
U
k
                            (74) 
Donde: 
U = Se obtiene del Certificado de Calibración de la Balanza, g 
k = Factor de Cobertura 
u calibración  = 
0,0001
2
 
u calibración  = 0,00005g 
  
 Incertidumbre de Resolución 
 
u resolución  = 
Especificación del Fabricante
 3
                 (75) 
   
Donde: 
Especificación del Fabricante: Se considera la Resolución de la Balanza, g 
 
u resolución  = 
0,0001
 3
 
 
u resolución  = 0,00006 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
u(deriva) = 
 Cn−Cn−1 max
 3
                  (76) 
Donde: 
Cn  = Corrección del certificado de calibración n, g 
Cn−1 = Corrección del certificado de calibración n-1, g 
 
u(deriva) = 
 0,0003 − 0,0001 max
 3
 
u(deriva) = 0,0001g 
 
Ubalanza=2ubalanza+ Corrección no Aplicada Balanza            (77) 
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Ubalanza = 2(0,00014) +  0,0003 Balanza  
Ubalanza = 0,00058 g 
 
ubalanza =
Ubalanza
2
                                                                                    (78) 
ubalanza =
0,00058
2
 
ubalanza = 0,0029 g = 0,29 mg 
 
 
 Incertidumbre del Matraz volumétrico 
 
ubal ón =  ucalibraci ón 2 + uderiva 2                         (79) 
 
 
 
 Incertidumbre de Calibración 
 
u calibración  = 
U
k
                           (80) 
    
Donde: 
U = Se obtiene del Certificado de Calibración del matraz, mL 
k = Factor de Cobertura  
u calibración  = 
0,01
2
 
u calibración  = 0,005mL 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
u(deriva) = 
 Cn−Cn−1 max
 3
               (81) 
     
Donde: 
Cn  = Corrección del certificado de calibración n, mL 
Cn−1 =Corrección del certificado de calibración n-1, mL 
u(deriva) = 
 −0,062− 0,665 max
 3
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u(deriva) = 0,4197 mL 
 
Umatraz = 2umatraz +   Corrección no aplicada matraz          (82) 
Umatraz = 2(0,420) +   -0,062 matraz           
Umatraz = 0,9015 mL  
 
umatraz =
Umatraz
2
                          (83) 
umatraz =
0,9015
2
 
umatraz = 0,4508 mL 
 
4.13.4 Incertidumbre de Dilución de la Solución Patrón 
 
QMRI =
Qci Vci
VMRI
                                      (84) 
 
Donde: 
 
QMRI  = Concentración preparada del Material de Referencia Interno, mg/L 
Qci   = Concentración de la Solución Patrón, mg/L 
VMRI   = Volumen del material de referencia interno preparado, mL 
Vci   = Volumen de la solución patrón, mL 
 
 
u2dilución =  Ci
2n
i=1 u
2(xi)                                    (85) 
 
udilución =   CQci *u(ci) 
2
+  CVci *u(micropipeta)
 
2
+  CVMRI*u(balón) 
2
         (86) 
 
 
 
 
Donde:   
 
CQci, CVci y CVMRI = Coeficientes de Sensibilidad 
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Coeficientes de Sensibilidad (Ci): 
 
CQci =  
∂QMRI
∂Qci
 
Vci ,VMRI
= 
Vci
VMRI
                                                                                           (87) 
 
CVci =  
∂QMRI
∂Vci
 
Qci ,VMRI
= 
Qci
VMRI
              (88) 
 
CVMRI =  
∂QMRI
∂VMRI
 
ci ,Vci
= -
Qci*Vci
VMRI
2               (89) 
 
 
Donde: 
 
 
∂QMRI
∂Qci
 
Vci ,VMRI
=  Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada del Material de 
Referencia Interno con respecto a Qci. 
 
 
∂QMRI
∂Vci
 
Qci ,VMRI
=  Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada del Material de 
Referencia Interno con respecto a Vci. 
 
 
∂QMRI
∂VMRI
 
Qci ,Vci
=  Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada del Material de 
Referencia Interno con respecto a Vci. 
 
 
Reemplazando los valores de los coeficientes de sensibilidad, CQci, CVci y CVMRI, en la Ecuación 
(86) se tiene lo siguiente: 
 
udilución =  
u ci  ∗Vci
VMRI
 
2
+  
u micropipeta  ∗Qci
VMRI
 
2
+   −
u(bal ón  )∗Qci*Vci
VMRI
2  
2
         (89) 
 
udilución =  
0,0003
0,05
∗ 5,297 
2
+  
999,1
0,05
∗ 3,73 ∗ 10−6 
2
+   −
999,1 ∗ 0,0003
0,052
∗ 0,0005 
2
 
 
udilución = 0,0910 mg/L 
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Tabla 41. Incertidumbre debida a la preparación del MRI 
 
Qi                             
mg/L 
Vi
(L) 
Vf
(L) 
CQi  
Cvi                        
mg/L2 
CVf             
mg/L2 
CQi 
*upatro
n 
mg/L 
Cvi*upipet
a   mg/L 
CVf*ubalo
n  mg/L 
uMRI, 
mg/L 
999,1 
0,000
1 
0,05 
0,002
5 
19982 -49,96 0,0132 0,0745 -0,02252 0,0789 
999,1 
0,000
3 
0,005
0 
19982 -99,91 0,0265 0,0745 -0,04504 0,0910 
999,1 
0,000
9 
0,017
5 
19982 -349,69 0,0927 0,0745 -0,15763 0,1974 
999,1 
0,001
8 
0,035
0 
19982 -699,37 0,1854 0,7509 -0,31525 0,8352 
999,1 
0,002
6 
0,052
5 
19982 -1049,06 0,2781 0,7509 -0,47288 0,9299 
999,1 
0,003
5 
0,070
0 
19982 -1398,74 0,3708 0,7509 -0,63050 1,0483 
 
 
Al aplicar la ecuación (67), se obtiene: 
 
uequipo =   u(cal) 
2
+  u(resolución) 
2
 
 
uequipo =   1,648 2+  0,0003 2 
 
uequipo = 1,648 mg/L 
 
Tabla 42. Incertidumbre del equipo 
 
 
 
 
4.13.5 Estimación de la Incertidumbre de Estándar de la preparación de la muestra 
fortificada 
 
uMF = udilución
2 + uCinicial
2                               (90) 
 
 
Concentración 
mg/L 
u equipo                       
mg/L 
6 1,399 
10 1,399 
20,222 1,648 
31,556 1,648 
89,444 2,687 
130,333 1,369 
348,667 5,375 
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Donde: 
 
uCinicial = Incertidumbre estándar de la concentración inicial de la muestra, mg/L 
 
 
 Estimación de la Incertidumbre estándar de Dilución del Material de Referencia 
 
QMF =
QMR VMR
VMF
                   (91) 
 
Donde: 
 
QMF  = Concentración de la muestra fortificada, mg/L 
QMR   = Concentración del Material de Referencia, mg/L 
VMF   = Volumen de la muestra fortificada, mL 
VMR   = Volumen del Material de Referencia, mL 
 
u2dilución =  Ci
2n
i=1 u
2(xi)                            (92) 
 
 
udilución =   CQMR *u(MR) 
2
+  CVMR *u(pipeta) 
2
+  CVMF *u(matraz) 
2
           (93) 
                
 
Donde:  
 
CQMR, CVMR y CVMF = Coeficientes de Sensibilidad 
 
Coeficientes de Sensibilidad (Ci): 
 
CQMR =  
∂QMF
∂QMR
 
VMR ,VMF
= 
VMR
VMF
 
 
CVMR =  
∂QMF
∂VMR
 
QMR ,VMF
= 
Q
MR
VMF
 
 
CVMRI =  
∂QMF
∂VMF
 
QMR ,VMR
= -
Q
MR
*VMR
VMF
2
 
 
Donde: 
 
 
∂QMF
∂QMR
 
VMR ,VMF
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
QMR. 
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∂QMF
∂VMR
 
QMR ,VMF
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
VMR. 
 
∂QMF
∂VMF
 
QMR ,VMR
= Coeficiente de Sensibilidad de la concentración preparada con respecto a 
VMF. 
 
Reemplazando los valores de los coeficientes de sensibilidad, CQMR, CVMR y CVMF, en la 
Ecuación (93) se tiene lo siguiente: 
 
udilución =  
u MR  ∗VMR
VMF
 
2
+  
u micropipeta  ∗QMR
VMF
 
2
+   −
u(matraz )∗QMR *VMR
VMF
2  
2
                    (94) 
udilución =   
0,0437
0,5
∗ 0,185 
2
+  
76,2
0,5
∗ 0,0740 
2
+  −
76,2∗0,0437∗0,0001
0,52
 
2
      
udilución = 0,076 mg/L         
   
4.13.6 Incertidumbre del Material de Referencia 
 
u MR  = 
U
k
                   (95) 
 
Donde: 
U = Incertidumbre Expandida del Material de Referencia. Se obtiene del Certificado de análisis, 
mg/L 
k = Factor de Cobertura 
u MR  = 
0,369
2
 
 
u MR  = 0,185 mg/L 
 
 
 Incertidumbre de la Micropipeta 
 
umicropipeta =  ucalibraci ón 2 + uresoluci ón 2 + uderiva 2          (96) 
 
 
 
 
 Incertidumbre de Calibración 
u calibración  = 
U
k
               (97) 
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Donde: 
U = Se obtiene del Certificado de Calibración de la micropipeta, µL 
k = Factor de Cobertura  
u calibración  = 
1,46
2
 
u calibración  = 0,730 µL 
 
 Incertidumbre de Resolución 
 
u resolución  = 
Especificación del Fabricante
2 3
             (98) 
   
Donde: 
Especificación del Fabricante: Se considera la Resolución de la micropipeta, µL 
u resolución  = 
1
2 3
 
u resolución  = 0,289 µL 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
u(deriva) = 
 Cn−Cn−1 max
 3
                  (99) 
     
Donde: 
Cn  = Corrección del certificado de calibración n, µL 
Cn−1 =Corrección del certificado de calibración n-1, µL 
u(deriva) = 
 −3,84 − (−1,02) max
 3
 
u(deriva) = 1,628 µL 
 
Umicropipeta = 2umicropipeta +   Corrección no aplicada micropipeta      
Umicropipeta = 2(1,807) +   -3,84 micropipeta                       
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Umicropipeta = 7,455 µL  
 
umicropipeta =
7,455
2
                         (100) 
 
umicropipeta = 3,727 µL 
 
 
 Incertidumbre del Matraz Volumétrico 
 
umatraz =  ucalibraci ón 2 + uderiva 2                       (101) 
 
 
 Incertidumbre de Calibración 
 
u calibración  = 
U
k
                         (102) 
   
Donde: 
U = Se obtiene del Certificado de Calibración del matraz, mL 
k = Factor de Cobertura  
u calibración  = 
0,036
2
 
u calibración  = 0,018 mL 
 
 Incertidumbre de Deriva 
 
u(deriva) = 
 Cn−Cn−1 max
 3
              (103) 
    
Donde: 
Cn  = Corrección del certificado de calibración n, mL 
Cn−1 =Corrección del certificado de calibración n-1, mL 
u(deriva) = 
 0,040 − (−0,028) max
 3
 
u(deriva) = 0,0393 mL 
 
Umatraz = 2umatraz +   Corrección no aplicada matraz          (104) 
Umatraz = 2(0,432) +   0,040 matraz          
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Umatraz = 0,1264 mL  
 
umatraz =
Umatraz
2
             (105) 
umatraz =
0,1264
2
 
umatraz =0,634 mL 
 
Tabla 43. Incertidumbre de la muestra fortificada 
Concentración 
mg/L  
u MF  mg/L 
6,333 0,333 
10 0,345 
20,222 
0,342 
31,556 
0,338 
89,444 
1,203 
130,333 
1,206 
348,667 
1,002 
 
 
4.14 Correcciones no Aplicadas.  
 
Las correcciones fueron aplicadas al inicio del cálculo, según cada caso. Por tanto, las 
correcciones no aplicadas solo están dadas por: 
 
  Correcciones no Aplicadas =  C obtenido − Cverdadero  bias                                (106) 
 
Donde: 
C obtenido : Promedio de la concentración obtenida, mg/l 
Cverdadero : Concentración verdadera, mg/l 
 
  Correcciones no Aplicadas =  20,222 − 20 bias  
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  Correcciones no Aplicadas = 0,222
mg
L
 
 
Tabla 44. Incertidumbre para la determinación de TPH en aguas a todos los niveles 
 
Nivel  
Concentracion   
mg/L 
u, mg/L 
U expandida  
mg/l 
%U 
1 6,333 1,461 3,589 56,68 
2 10,000 1,476 2,952 29,52 
3 20,222 1,768 3,758 18,58 
4 31,556 1,769 5,094 16,14 
5 89,444 3,147 6,851 7,66 
6 130,333 2,342 5,016 3,85 
7 348,667 6,651 14,635 4,20 
 
 
4.15 Veracidad.  
 
Se la define a partir del % de Recuperación, dado por la siguiente ecuación: 
 
% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑥𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜              
𝑥𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑜
∗ 100                       (107) 
 
Donde:  
𝑥 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 = 𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎,𝑚𝑔/𝐿 
𝑥 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑜 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎,𝑚𝑔/𝐿 
 
Tabla 45. Veracidad con MRC para TPH en aguas 
 
Nivel 
 Fecha 
MR/TPHQC-L/40,7/A 
04-03-13 05-03-13 06-03-13 
40,7 41,000 43,000 40,000 
40,7 42,000 37,000 43,000 
40,7 38,000 42,000 42,000 
𝒙 𝒐𝒃𝒕𝒆𝒏𝒊𝒅𝒐 40,889mg/L 
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Al aplicar la ecuación (107), se obtiene: 
 
% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
40,889
40,7
∗ 100 
 
% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 = 100,46% 
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5 RESULTADOS 
 
 
5.1 Resultados de validación de la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 
 
 
 
Tabla 46. Veracidad con MRC de la DBO5 
 
Nivel 
Fecha 
Material de Referencia  MR/DBOQC-S/59,9/A 
16/07/2012 23/07/2012 30/07/2012 
59,9 60 70 55 
59,9 50 60 70 
59,9 55 65 65 
    Media general (𝑿 ) 61,11 
% Recuperación 102,0218 
 
 
Tabla 47. Precisión, veracidad e incertidumbre de DBO5 
 Concentración 
(mgO2/l) 
6 20 100 200 600 800 2000 
Repetibilidad 
Sr, mg/l 
0,432 0,745 6,009 5,527 18,856 14,9071 109,950 
CVr, % 7,09 3,79 6,08 2,76 3,10 1,89 5,57 
Reproducibilidad 
SR, mg/l 0,432 0,745 6,009 5,527 18,856 14,9071 109,950 
CVR, % 7,09 3,79 6,08 2,76 3,10 1,89 5,57 
Incertidumbre 
U expandida 
(k=2), % 
34,42 21,84 8,89 6,59 5,59 3,55 5,44 
Veracidad 
% 
Recuperación 
97,342 98,3333 98,8889 100,0000 101,4815 98,6111 94,8718 
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5.2 Resultados de validación de Aceites y Grasas 
 
 
 
Tabla 48. Veracidad con MRC de Aceites y Grasas 
 
Nivel                                            
Fecha 
Material de Referencia  MR/REQC-S/81/A 
26/12/2012 27/12/2012 28/12/2012 
81 86,60 78,50 84,10 
81 77,80 81,80 79,70 
81 76,20 78,40 73,90 
Media general (𝑿 ) 79,67 
% Recuperación 98,36 
 
 
Tabla 49. Precisión, Veracidad e Incertidumbre Aceites y Grasas para rangos bajos 
 
RESULTADOS 
Nivel 
1 
Nivel 
2 
Nivel 
3 
Nivel 
4 
Nivel 
5 
CONCENTRACIÓN, mg/l 0,80 6,00 10,00 25,00 80,00 
Repetibilidad 
Sr, mg/l 0,115 0,640 0,726 1,431 4,013 
CVr, % 14,24 9,88 7,09 5,73 5,02 
Reproducibilidad 
SR, mg/l 0,115 0,737 0,726 1,431 5,138 
CVR, % 14,24 11,37 7,09 5,73 6,43 
Incertidumbre U expandida (k=2), % 76,94 22,83 13,15 8,68 9,44 
Veracidad % Recuperación 104,17 113,15 95,56 96,98 96,19 
 
 
Tabla 50. Precisión, Veracidad e Incertidumbre Aceites y Grasas para rangos altos 
 RESULTADOS Nivel 6 Nivel 7 
CONCENTRACIÓN, mg/l 100,00 250,00 
Repetibilidad 
Sr, mg/l 3,678 7,069 
CVr, % 3,71 2,82 
Reproducibilidad 
SR, mg/l 3,678 7,069 
CVR, % 3,71 2,82 
Incertidumbre U expandida (k=2), % 7,21 5,76 
Veracidad %Recuperación 96,94 97,95 
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5.3 Resultados de validación de Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) en aguas 
 
 
 
Tabla 51. Veracidad con MRC de TPH en aguas 
 
Nivel 
Fecha 
MR/TPHQC-L/40,7/A 
04-03-13 05-03-13 06-03-13 
40,7 41,000 43,000 40,000 
40,7 42,000 37,000 43,000 
40,7 38,000 42,000 42,000 
Media general 𝑿  40,889 
% Recuperación 100,46 
 
 
 
Tabla 52. Precisión, Veracidad e Incertidumbre de TPH en aguas rangos bajos 
 RESULTADOS Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 
Concentración mg/l 7 10 20 30 90 
Repetibilidad 
Sr, mg/l 0,7454 0,900 1,4907 1,2910 1,6667 
CVr, % 11,77 12,47 7,37 4,09 1,86 
Reproducibilidad 
SR, mg/l 0,7454 0,900 1,4907 1,2910 1,6667 
CVR, % 11,77 12,47 7,37 4,09 1,86 
Incertidumbre 
U expandida (k=2), 
% 
56,68 29,52 18,58 16,14 7,66 
Veracidad % Recuperación 99,47 100 101,11 105,19 99,38 
 
 
Tabla 53. Precisión, Veracidad e Incertidumbre de TPH en aguas rangos altos 
 RESULTADOS Nivel 6 Nivel 7 
Concentración mg/L 130 350 
Repetibilidad 
Sr, mg/L 1,2910 1,5275 
CVr, % 0,77 0,44 
Reproducibilidad 
SR, mg/L 1,2910 1,5275 
CVR, % 0,99 0,44 
Incertidumbre U expandida (k=2), % 3,85 4,20 
Veracidad % Recuperación 100,26 99,62 
 
 
  
113 
 
5.4 Resultados de validación de TPH en suelos 
 
Tabla 54. Veracidad con MRC de TPH en suelos 
Nivel 
Fecha 
MR/TPHQC-S/1180/A 
04-03-13 05-03-13 06-03-13 
1180 1286,54 1305,46 1409,51 
1180 1371,68 1343,30 1258,16 
1180 1390,60 1409,51 1314,92 
Media general 𝑿  1343,298 
% Recuperación 113,84 
 
 
Tabla 55. Precisión, Veracidad e Incertidumbre de TPH en suelos 
RESULTADOS Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 
Concentración mg/Kg 60 500 2500 8000 
Sr, mg/Kg 4,766 16,779 29,201 285,57 
SR, mg/Kg 4,766 16,779 28,002 317,408 
CVr, % 7,76 3,36 1,17 1,12 
CVR, % 7,76 3,36 1,12 4,02 
U expandida (k=2), % 17,56 14,85 6,01 4,49 
% Recuperación 102,41 99,74 99,77 98,76 
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6 DISCUSIÓN 
 
 
6.1 General 
 
 Para el estudio de la problemática (proceso de validación), se planteó inicialmente cumplir 
con los objetivos de validación propuestos para cada analito en su correspondiente matriz, 
siendo estos Coeficiente de Variación de Repetibilidad y Reproducibilidad; Veracidad e 
Incertidumbre.  
 Según los resultados obtenidos referente a los métodos indirectos, la fuente que más aporta a 
la incertidumbre, se debe al cálculo de la concentración de aceites y grasas por lo tanto ésta 
se ve influenciada por el aporte de la incertidumbre referente a la balanza. 
 En la etapa de la puesta a punto para los métodos instrumentales en el campo infarrojo , se 
establecen las rectas de calibración, las mismas que una vez fijadas  permiten determinar los 
parámetros de la función respuesta tales como pendiente e intercepto durante tres días y con 
repeticiones de cada nivel por triplicado. 
 
6.2 Demanda Bioquímica de Oxígeno 
 
  Se realizó la validación en los siguientes valores de concentración: 6; 20; 100; 200; 600; 
800; 2000 mg O2/l. 
 Se planteó como criterio de aceptación en cuanto a veracidad, que los coeficientes de 
variación en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad sean menore que el 15%, lo cual 
se cumplió en todos los niveles del rango de trabajo, como se puede ver en la tabla 46. 
 De los resultados obtenidos  referente a la veracidad del método, inicialmente se planteó 
como objetivo de validación un % de recuperación entre 80<%R<120, lo cual se cumplió en 
todos los niveles de validación. 
 El% de Recuperación obtenido con las Muestras Fortificadas oscilan entre 94,87% a 
101,48%, sin embargo el porcentaje de recuperación que caracteriza al método es el obtenido 
a partir del Material de Referencia Certificado cuyo porcentaje de recuperación es de 
102,0218%  
 
6.3 Aceites y Grasas en agua 
 
 Se realizó la validación en los siguientes valores de concentración: 0,8; 6; 10; 25; 80; 100; 
250 mg/l. 
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 De acuerdo al intervalo de trabajo 0,8-250mg/l, de los resultados obtenidos se observa que 
en el nivel de 0,8mg/l la incertidumbre no cumple con el criterio de validación establecido 
≤35%, esto se debe principalmente al aporte que se produce en el cálculo para las 
concentraciones bajas. 
 De los resultados obtenidos  referente a la veracidad del método, inicialmente se planteó 
como objetivo de validación un % de recuperación entre 80<%R<120, lo cual se cumplió en 
todos los niveles de validación. 
 Se planteó como criterio de aceptación en cuanto a los coeficientes de variación en 
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad sean menore que el 15%, lo cual se cumplió 
en todos los niveles del rango de trabajo, como se puede ver en la tabla 46. 
 El% de Recuperación obtenido con las Muestras Fortificadas oscilan entre 95,56% a 
113,15%, sin embargo el porcentaje de recuperación que caracteriza al método es el obtenido 
a partir del Material de Referencia Certificado cuyo porcentaje de recuperación es de 
98,36%. 
 
6.4 Hidrocarburos Totales de Petróleo en aguas 
 
 Se realizó la validación en los siguientes valores de concentración: 7; 10; 20; 30; 90; 130; 
350 mg/l. 
  De acuerdo al intervalo de trabajo 7-350mg/l, de los resultados obtenidos se observa que en 
el nivel de 7 mg/l, la incertidumbre no cumple con el criterio de validación establecido 
≤35%, por lo tanto se descarta este nivel del rango de validación, la misma que se origina por 
el valor de la incertidumbre definida por el equipo. 
 El límite de cuantificación es fijado de la recta de calibración obtenida en la puesta a punto, 
el mismo que es 6,024mg/l; por este motivo el rango de validación (intervalo de trabajo) 
empezó con un valor cercano de 7mg/l, sin embargo este nivel de concentración quedo fuera 
del rango de validación por tener una Incertidumbre mayor a la establecida en nuestro 
objetivo de validación; siendo el Limite de Cuantificación finalmente de 10mg/l ya que es el 
primer valor que cumple con todos los objetivos establecidos. 
 El% de Recuperación obtenido con las Muestras Fortificadas oscilan entre 99,38% a 
105,19%, sin embargo el porcentaje de recuperación que caracteriza al método es el obtenido 
a partir del Material de Referencia Certificado cuyo porcentaje de recuperación es de 
100,46%. 
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6.5 Hidrocarburos Totales de Petróleo en suelos 
 
 Se realizó la validación en los siguientes valores de concentración: 60; 500; 2500; 8000 
mg/kg. 
  De acuerdo al intervalo de trabajo 60-8000mg/kg, de los resultados obtenidos se observa 
que todos los niveles de concentración escogidos para la validación, cumplen con el criterio 
de validación establecido para el parámetro de Incertidumbre ≤35%. 
 El límite de cuantificación es fijado de la recta de calibración obtenida en la puesta a punto, 
el mismo que es 60,240 mg/kg; por este motivo el rango de validación (intervalo de trabajo) 
empezó con un valor cercano de 60mg/kg, siendo el Limite de Cuantificación finalmente de 
60mg/kg ya que es el primer valor que cumple con todos los objetivos establecidos. 
 El% de Recuperación obtenido con las Muestras Fortificadas oscilan entre 98,76% a 
102,41%, sin embargo el porcentaje de recuperación que caracteriza al método es el obtenido 
a partir del Material de Referencia Certificado cuyo porcentaje de recuperación es de 
113,84%. 
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7 CONCLUSIONES 
 
 
En función de los resultados obtenidos, de los criterios de aceptación establecidos se plantean 
las siguientes conclusiones: 
El Departamento de Petróleos, Energía y Contaminación (DPEC) de la Facultad de Ingeniería 
Química de la Universidad Central del Ecuador, contará con los métodos analíticos descritos en 
el presente trabajo de tésis validados con el fin de poder ser presentados a la OAE para su 
respectiva acreditación, con lo cual el DPEC será un laboratorio que asegure confiabilidad y 
validez con respecto a sus resultados. 
 
 
7.1 Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO5) 
 
 El rango de concentraciones que cumplen con los criterios de validación, está comprendido 
entre 6-2000mg O2/L. 
 Se realizó la validación cumpliendo con los criterios establecidos de precisión (%CVr≤15%, 
y CVR≤15%); Veracidad (80<%R<120) e incertidumbre (≤35%). Así se obtuvo el mayor 
valor de  CVr  y CVR de 7,09; el rango de veracidad fue de 94,87 a 101,48% y la mayor 
incertidumbre fue de 34,42. 
 Por lo tanto, se concluye que los parámetros de desempeño determinados cumplen con los 
requerimientos establecidos para la validación de este método analítico en el rango de 6 a 
2000 mg O2/L. 
 
7.2 Aceites y Grasas en agua 
 
 El rango de concentraciones que cumplen con los criterios de validación, está comprendido 
entre 6-250 mg/L. 
 Se realizó la validación cumpliendo con los criterios establecidos de precisión (%CVr≤15%, 
y CVR≤15%); Veracidad (80<%R<120) e incertidumbre (≤30%). Así se obtuvo el mayor 
valor de  CVr  de 9,88 y CVR de 11,37; el rango de veracidad fue de 95,56 a 113,15% y la 
mayor incertidumbre fue de 22,83. 
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 Por lo tanto, se concluye que los parámetros de desempeño determinados cumplen con los 
requerimientos establecidos para la validación de este método analítico en el rango de 6 a 
250mg/L en la matriz de aguas. 
 
7.3 Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) en aguas 
 
 El rango de concentraciones que cumplen con los criterios de validación, está comprendido 
entre 10-350 mg/L. 
 Se realizó la validación cumpliendo con los criterios establecidos de precisión (%CVr≤15%, 
y CVR≤15%); Veracidad (80<%R<120) e incertidumbre (≤30%). Así se obtuvo el mayor 
valor de  CVr  de 12,47 y CVR de 12,47; el rango de veracidad fue de 99,38 a 101,11% y la 
mayor incertidumbre fue de 29,52. 
 Por lo tanto, se concluye que los parámetros de desempeño determinados cumplen con los 
requerimientos establecidos para la validación de este método analítico en el rango de 10 a 
350 mg/L en la matriz de aguas. 
 
7.4 Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) en suelos 
 
 El rango de concentraciones que cumplen con los criterios de validación, está comprendido 
entre 60-8000 mg/kg. 
 Se realizó la validación cumpliendo con los criterios establecidos de precisión (%CVr≤15%, 
y CVR≤15%); Veracidad (80<%R<120) e incertidumbre (≤30%). Así se obtuvo el mayor 
valor de  CVr  de 4,02y CVR de 3,61; el rango de veracidad fue de 98,76 a 102,41% y la 
mayor incertidumbre fue de 17,56. 
 Por lo tanto, se concluye que los parámetros de desempeño determinados cumplen con los 
requerimientos establecidos para la validación de este método analítico en el rango de 60 a 
8000 mg/kg en la matriz de suelos. 
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8 RECOMENDACIONES 
 
 
 El DPEC deberá utilizar en todos los parámetros validados los Procedimientos 
Normalizados, ya que en estos documentos se describen de forma detallada la extracción, 
conservación y la forma adecuada de analizar las muestras. 
 
 Se deberá realizar una calibración externa de los equipos y materiales volumétricos 
empleados en el proceso de análisis cada dos años, con el fin de verificar las condiciones de 
los mismos.  
 
 En los métodos instrumentales, se debe realizar verificaciones mensuales de la recta de 
calibración fija. En caso de que no cumpla con las especificaciones se deberá realizar una 
verificación y mantenimiento externo del equipo.  
 
 Cada cuatro meses, realizar una verificación con material de referencia certificado. Con el 
fin de determinar si el desempeño del método es correcto. 
 
 Para el cumplimiento de la veracidad de los métodos de análisis de cada uno de los analitos 
descritos en el presente trabajo de tesis, se efectuará la verificación de cada uno de ellos con 
Material de Referencia Interno o Material de Referencia Certificado. 
 
 Realizar anualmente estudios de intercomparación de los parámetros estudiados en el 
presente trabajo de tesis para verificar el correcto desempeño del laboratorio. 
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ANEXO A 
Declaración del método validado para Demanda Bioquímica de Oxígeno 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/SM 5210 D) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
Método analítico: (Se Adjunta) 
CUANTITATIVO  
CUALITATIVO  
DE IDENTIFICACIÓN  
Analito: Demanda Bioquímica de Oxígeno 
Unidades: mg/L 
Matriz: Agua natural, Potable y Residual. 
FUNCIÓN DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL MÉTODO 
NO APLICA NO APLICA NO APLICA 
PRECISIÓN, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE 
Nivel de 
Concentración,
mg/L 
Repetibilidad Reproducibilidad 
Veracidad U expandida 
Sr %CVr SR %CVR % Recuperación 
%U 
(k=2) 
6 0,432 7,09 0,432 7,09 97,34 34,42 
20 0,745 3,79 0,745 3,79 98,33 21,84 
100 6,009 6,08 6,009 6,08 
98,89 
8,89 
200 5,527 2,76 5,527 2,76 
100 
6,59 
600 18,856 3,10 18,856 3,10 
101,48 
5,59 
800 14,9071 1,89 14,9071 1,89 
98,61 
3,55 
2000 109,95 5,57 109,95 5,57 
94,87 
5,44 
Global 109,95 6,08 109,95 6,08 94,87 - 101,48 34,42 
LÍMITE DE DETECCIÓN (L.D.)  NO APLICA 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (L.C.)  6 mg/L 
 SELECTIVIDAD / ESPECIFIDAD 
INTERFERENCIAS CONOCIDAS: 
 Presencia de Cloro 
 Presencia de bacterias nitrificantes 
TIPO DE INTERFERENCIA:  
CORRECCIÓN: Para el tratamiento de cada una de las interferencias, referirse al numeral  5.4.1 del 
procedimiento normalizado PNE/DPEC/A/SM 5210 D. 
INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:   6 – 2000 mg/L 
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ANEXO A (Continuación) 
 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/SM 5210 D) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
 
CRITERIOS DE ACEPTACIÓN / RECHAZO: 
 
VERACIDAD: 80 < %R < 120 
 
El % Recuperación obtenido con las Muestras estudiadas va desde 94,87 – 101,48%.  
 
Debido a que no se cuenta con Material de Referencia Certificado a todos los niveles, el % Recuperación 
que caracteriza al método es el obtenido a partir del Material de Referencia certificado cuyo %Recuperación 
es del 102,0218%.  
 
INCERTIDUMBRE ≤ 35 % (k=2)→ Demanda Bioquímica de Oxígeno ≥ 6 mg/L 
 
Las incertidumbres fueron obtenidas con un Nivel de Confianza (K=2), obteniéndose el mayor porcentaje 
de incertidumbre (21,84%) en el nivel 6mg/L.  
 
La incertidumbre obtenida es del 34,42 % para el Nivel de Concentración = 6 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 21.84 % para el Nivel de Concentración = 20 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 8.89 % para el Nivel de Concentración = 100 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 6.59 % para el Nivel de Concentración = 200 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 5.59 % para el Nivel de Concentración = 600 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 3.55 % para el Nivel de Concentración = 800 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 5.44 % para el Nivel de Concentración = 2000 mg/l 
 
Por tanto, los valores a reportarse son: 
 
Rango: 6 a 100 mg/l → U = 4.37 mg/l 
Rango: >100 a 800 mg/l → U = 33.53 mg/l 
Rango: >800 a 2000 mg/l → U = 108.82 mg/l 
 
PRECISIÓN: 
 
Repetibilidad: CVr ≤ 15% → Demanda Bioquímica de Oxígeno ≥ 100 mg/L 
 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 6.08 % que corresponde a la concentración de 100 mg/L.  
 
Reproducibilidad: CVR ≤ 15% → Demanda Bioquímica de Oxígeno ≥ 100 mg/L  
 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 6.08 % que corresponde a la concentración de 100 mg/L. 
 
Nota: Para obtener todos los valores calculados, se aplicó los criterios establecidos en el Procedimiento 
Normalizado de Ensayo PNE/DPEC/A /SM 2540 D. 
 
CONCLUSIÓN: Al cumplirse todos los parámetros de desempeño, la Validación queda aceptada. 
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ANEXO B  
Declaración del Método Validado Aceites y Grasas 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/SM 5520 B) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
Método analítico: (Se Adjunta) 
CUANTITATIVO  
CUALITATIVO  
DE IDENTIFICACIÓN  
Analito: Aceites y Grasas 
Unidades: mg/L 
Matriz: Agua natural, Potable y Residual. 
FUNCIÓN DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL MÉTODO 
NO APLICA NO APLICA NO APLICA 
PRECISIÓN, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE 
Nivel de 
Concentración,
mg/L 
Repetibilidad Reproducibilidad Veracidad 
U 
expandida 
Sr %CVr SR %CVR % Recuperación 
%U 
(k=2) 
0,80 0,115 14,24 0,115 14,24 101,39 232,59 
6 0,640 9,88 0,737 11,37 107,96 30,80 
10 0,726 7,09 0,726 7,09 102,44 22,59 
25 1,431 5,73 1,431 5,73 100 11,30 
80 4,013 5,02 5,138 6,43 99,94 7,47 
100 3,678 3,71 3,678 3,71 99,06 5,77 
250 7,069 2,82 7,069 2,82 100,44 4,58 
Global 7,069 14,24 7,069 14,24 99,06 – 107,96 30,80 
LÍMITE DE DETECCIÓN (L.D.)  NO APLICA 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (L.C.)  6 mg/L 
 SELECTIVIDAD / ESPECIFIDAD 
INTERFERENCIAS CONOCIDAS: 
 No Aplica 
TIPO DE INTERFERENCIA:  
CORRECCIÓN: No Aplica 
INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:   6 – 250mg/L 
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ANEXO B (Continuación) 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/SM 5520 B) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CRITERIOS DE ACEPTACIÓN / RECHAZO: 
VERACIDAD: 80 < %R < 120 
El % Recuperación obtenido con las Muestras estudiadas va desde 99,06 – 107,96%.  
Debido a que no se cuenta con Material de Referencia Certificado a todos los niveles, el % Recuperación 
que caracteriza al método es el obtenido a partir del Material de Referencia certificado cuyo %Recuperación 
es del 98,36%.  
INCERTIDUMBRE ≤ 35 % (k=2)→ Aceites y Grasas ≥ 6 mg/L 
Las incertidumbres fueron obtenidas con un Nivel de Confianza (K=2), obteniéndose el mayor porcentaje 
de incertidumbre (30,80%) en el nivel 6mg/L.  
La incertidumbre obtenida es del 30,80 % para el Nivel de Concentración = 6mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 22,59 % para el Nivel de Concentración = 10mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 11,30 % para el Nivel de Concentración = 25 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 7,47 % para el Nivel de Concentración = 80 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 5,77 % para el Nivel de Concentración = 100 mg/l 
La incertidumbre obtenida es del 4,58 % para el Nivel de Concentración = 250 mg/l 
PRECISIÓN: 
Repetibilidad: CVr ≤ 15% → Aceites y Grasas ≥ 6 mg/L 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 9,88 % que corresponde a la concentración de 6 mg/L.  
Reproducibilidad: CVR ≤ 15% → Demanda Bioquímica de Oxígeno ≥ 6 mg/L  
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 11,37 % que corresponde a la concentración de 6 mg/L. 
Nota: Para obtener todos los valores calculados, se aplicó los criterios establecidos en el Procedimiento 
Normalizado de Ensayo PNE/DPEC/A /SM 5520 B. 
 
CONCLUSIÓN: Al cumplirse todos los parámetros de desempeño, la Validación queda aceptada. 
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ANEXO C  
Declaración del método validado para Hidrocarburos Totales de Petróleo en Aguas 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/EPA 418.1) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
Método analítico: (Se Adjunta) 
CUANTITATIVO  
CUALITATIVO  
DE IDENTIFICACIÓN  
Analito: Hidrocarburos Totales de Petróleo 
Unidades: mg/l 
Matriz: Agua natural, Potable y Residual. 
FUNCIÓN DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL MÉTODO 
r
2 ≥0,995 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
m (pendiente) 0,769 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Intervalo estudiado de m 0,756-0,783 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Lo (intercepto) 1,140 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Intervalo estudiado de Lo -0,711 – 3,105 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
PRECISIÓN, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE 
Nivel de 
Concentración,mg
/L 
Repetibilidad Reproducibilidad 
Veracidad 
U 
expandida 
Sr %CVr SR %CVR % Recuperación 
%U 
(k=2) 
7 0,7454 11,77 0,7454 11,77 99,47 56,68 
10 0,900 12,47 0,900 12,47 
100 
29,52 
20 1,4907 7,37 1,4907 7,37 
101,11 
18,58 
30 1,2910 4,09 1,2910 4,09 
105,19 
16,14 
90 1,6667 1,86 1,6667 1,86 
99,38 
7,66 
130 1,2910 0,77 1,2910 0,99 
100,26 
3,85 
350 1,5275 0,44 1,5275 0,44 
99,62 
4,20 
Global 1,6667 12,47 1,6667 12,47 99,38 – 101,11 29,52 
LÍMITE DE DETECCIÓN (L.D.)  1,890 mg/L 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (L.C.)  10 mg/L 
 SELECTIVIDAD / ESPECIFIDAD 
INTERFERENCIAS CONOCIDAS: 
 No existen interferencias conocidas 
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ANEXO C (Continuación) 
Declaración del método validado para Hidrocarburos Totales de Petróleo en Aguas 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/EPA 418.1) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
 
 
TIPO DE INTERFERENCIA:  
 
No Aplica 
INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:   10 – 350 mg/L 
 
CRITERIOS DE ACEPTACIÓN / RECHAZO: 
 
LINEALIDAD: r
2 
≥0,995 
 
σP,L (para ∞ g.l) ≤ 4,169 
 
VERACIDAD: 80 < %R < 120 
 
El % Recuperación obtenido con las Muestras estudiadas va desde 99,38 – 101,11%.  
 
Debido a que no se cuenta con Material de Referencia Certificado a todos los niveles, el % 
Recuperación que caracteriza al método es el obtenido a partir del Material de Referencia certificado 
cuyo %Recuperación es del 100,46%.  
 
INCERTIDUMBRE ≤ 30 % (k=2)→ Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 10 mg/L 
 
Las incertidumbres fueron obtenidas con un Nivel de Confianza (K=2), obteniéndose el mayor 
porcentaje de incertidumbre (29,52%) en el nivel 10 mg/L.  
 
El nivel de 7 mg/L tiene una incertidumbre superior al criterio establecido, por lo cual queda fuera del 
rango validado. 
 
Por tanto, los valores a reportarse son: 
 
Rango: 10,000 a 12,490 mg/L U = 2,952 mg/L (K=2) 
Rango: 12,491 a 16,194 mg/L U = 3,687 mg/L (K=2) 
Rango: 16,195 a 22,323 mg/L U = 4,780 mg/L (K=2) 
Rango: 22,324 a 41,879 mg/L U = 6,589 mg/L (K=2) 
Rango: 41,880 a  350,000 mg/L U = 12,362 mg/L (K=2) 
 
PRECISIÓN: 
 
Repetibilidad: CVr ≤ 15% → Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 10 mg/L 
 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 12.47 % que corresponde a la concentración de 10 
mg/L.  
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ANEXO C (Continuación)Ag 
 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/EPA 418.1) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Reproducibilidad: CVR ≤ 15% → Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 10 mg/L  
 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 12.47 % que corresponde a la concentración de 10 
mg/L. 
 
Nota: Para obtener todos los valores calculados, se aplicó los criterios establecidos en el 
Procedimiento Normalizado de Ensayo PNE/DPEC/A /EPA 418.1 
 
CONCLUSIÓN: Al cumplirse todos los parámetros de desempeño, la Validación queda aceptada. 
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ANEXO D  
Declaración del método validado para Hidrocarburos Totales de Petróleo en suelos 
 
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/EPA 418.1) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
Método analítico: (Se Adjunta) 
CUANTITATIVO  
CUALITATIVO  
DE IDENTIFICACIÓN  
Analito: Hidrocarburos Totales de Petróleo 
Unidades: mg/Kg 
Matriz: Suelos. 
FUNCIÓN DE RESPUESTA INSTRUMENTAL DEL MÉTODO 
r
2 
≥0,995 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
m (pendiente) 0,769 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Intervalo estudiado de m 0,756-0,783 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Lo (intercepto) 1,140 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
Intervalo estudiado de Lo -0,711 – 3,105 NO APLICA (VER VERACIDAD) 
PRECISIÓN, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE 
Nivel de 
Concentración
mg/Kg 
Repetibilidad Reproducibilidad 
Veracidad U expandida 
Sr %CVr SR %CVR % Recuperación 
%U 
(k=2) 
60 4,766 7,76 4,766 7,76 102,41 17,56 
500 16,779 3,36 16,779 3,36 
99,74 
14,85 
2500 28,002 1,12 29,201 1,17 
99,77 
6,01 
8000 285,57 3,61 317,408 4,02 
98,76 
4,49 
Global 285,57 7,76 317,408 7,76 98,76 – 102,41 17,56 
LÍMITE DE DETECCIÓN (L.D.)  18,90 mg/Kg 
LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (L.C.)  60,24 mg/Kg 
 SELECTIVIDAD / ESPECIFIDAD 
INTERFERENCIAS CONOCIDAS: 
 No existen interferencias conocidas 
TIPO DE INTERFERENCIA:  
No Aplica 
INTERVALO DE TRABAJO VALIDADO:   60 – 8000 mg/kg 
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ANEXO D (Continuación) 
 
 suelos  
DECLARACIÓN DE MÉTODO 
VALIDADO 
Validación 
(PNE/DPEC/A/EPA 418.1) 
DEPARTAMENTO DE PETRÓLEOS, ENERGÍA Y CONTAMINACIÓN.  DPEC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CRITERIOS DE ACEPTACIÓN / RECHAZO: 
 
LINEALIDAD: r2 ≥0,995 
 
σP,L (para ∞ g.l) ≤ 4,169 
 
VERACIDAD: 80 < %R < 120 
 
El % Recuperación obtenido con las Muestras estudiadas va desde 98,76 – 102,41%.  
 
Debido a que no se cuenta con Material de Referencia Certificado a todos los niveles, el % Recuperación que 
caracteriza al método es el obtenido a partir del Material de Referencia certificado cuyo %Recuperación es del 
113,84%.  
 
INCERTIDUMBRE ≤ 30 % (k=2)→ Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 60 mg/Kg 
 
Las incertidumbres fueron obtenidas con un Nivel de Confianza (K=2), obteniéndose el mayor porcentaje de 
incertidumbre (17,56%) en el nivel 60 mg/Kg.  
 
Por tanto, los valores a reportarse son: 
 
Rango: 60 A 422.919 mg/kg U = 10,537mg/kg (K=2) 
Rango: 422.920 A 855.994 mg/kg U = 74,273 mg/kg (K=2) 
Rango: 855.995 A 2044.013 mg/kg U = 150,329 mg/kg (K=2) 
Rango: 2044.014 A 8000.000 mg/kg U = 358,969 mg/kg (K=2) 
 
PRECISIÓN: 
Repetibilidad: CVr ≤ 15% → Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 60 mg/Kg 
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 7,76 % que corresponde a la concentración de 60 mg/Kg.  
Reproducibilidad: CVR ≤ 15% → Hidrocarburos Totales de Petróleo ≥ 60 mg/Kg  
El mayor Coeficiente de Variación obtenido es de 7,76% que corresponde a la concentración de 60 mg/Kg. 
Nota: Para obtener todos los valores calculados, se aplicó los criterios establecidos en el Procedimiento Normalizado 
de Ensayo PNE/DPEC/A /EPA 418.1 
CONCLUSIÓN: Al cumplirse todos los parámetros de desempeño, la Validación queda aceptada. 
